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Resumo  
Na primeira parte deste trabalho foi efectuada a determinação da composição química 
(compostos fenólicos, capsaicinóides, fitosteróis, ácidos orgânicos, ácidos gordos e 
composto voláteis) e avaliação das actividades antioxidante e de inibição da enzima 
acetilcolinesterase das sementes de duas variedades de Capsicum annuum L., 
genericamente conhecida como pimentão (vermelho comprido de réus-pairal e verde 
italiano doce). 
Nos extractos de sementes foram caracterizados 4 fitosteróis, 6 ácidos orgânicos, 11 
ácidos gordos e 19 compostos voláteis, não tendo sido possível identificar compostos 
fenólicos. Dos compostos identificados destacam-se a betulina, o ácido oxálico, o ácido 
linoleico e o salicilato de metilo por serem os maioritários de cada tipo. No que 
concerne à capacidade antioxidante, o extracto aquoso de sementes de pimento verde 
revelou ser melhor do que o de pimento vermelho. Nenhum dos extractos aquosos 
apresentou capacidade para inibir a acetilcolinesterase. 
Na segunda parte do trabalho foi determinado o perfil químico e biológico dos frutos e 
folhas da variedade verde. Também se avaliou o efeito da inoculação de 3 estirpes de 
rizobactérias (duas de Rhizobium spp. e uma de Mesorhizobium sp.) na sua composição 
química.  
Verificou-se que a inoculação afectou o metabolismo primário e secundário da planta e, 
consequentemente, a sua actividade biológica. Foram identificados 8 e 6 compostos 
fenólicos nos frutos e folhas, respectivamente. Nos frutos inoculados foi observado um 
decréscimo importante do conteúdo fenólico. Relativamente aos capsaicinóides, de uma 
forma geral a inoculação não desencadeou diferenças significativas. Nas folhas e frutos 
foram encontrados 8 e 9 ácidos orgânicos, respectivamente, sendo o ácido oxálico o 
principal composto. No que concerne aos ácidos gordos, a inoculação levou a um 
aumento dos ácidos palmítico e esteárico nos frutos. As folhas sofreram um efeito 
positivo, observando-se um aumento do ácido oleico (insaturado). Nos dois materiais 
vegetais o composto volátil maioritário foi o salicilato de metilo. Quanto à actividade 
antioxidante, a inoculação levou ao aumento da capacidade para interceptar o radical 
DPPH , sendo as amostras não inoculadas mais activas contra os radicais óxido nítrico e 
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superóxido. Apenas o extracto aquoso das folhas se mostrou capaz de inibir a 
acetilcolinesterase. 
Palavras-chave: Capsicum annuum L., bactérias promotoras de crescimento, 
compostos bioactivos, actividade antioxidante, inibição da acetilcolinesterase. 
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Abstract 
The first part of this work consisted on the determination of the chemical composition 
(phenolic compounds, capsaicinoids, phytosterols, organic acids, fatty acids and volatile 
compounds) and assessment of the antioxidant activity and acetylcholinesterase 
inhibitory capacity of the seeds of two Capsicum annuum L. varieties (red pepper-reus 
long-pairal and sweet Italian green pepper).  
Four phytosterols, 6 organic acids, 11 fatty acids and 19 volatile compounds were 
characterized, though no phenolic compound was identified in seeds extracts. Among 
all of the identified compounds betulin, oxalic acid, linoleic acid and methyl salicylate 
are highlighted as the major ones of each type. With regard to antioxidant potential, the 
aqueous extract of green pepper seeds was better than that of red ones. None of the 
aqueous extracts revealed to have acetylcholinesterase inhibitory capacity. 
In the second part of the study we evaluated the effect of the inoculation of three 
rhizobacteria strains (two of Rhizobium spp. and one of Mesorhizobium sp.) on the 
chemical composition and biological activity of fruits and leaves of the green variety. 
The inoculation influenced both primary and secondary metabolism of the plant and, 
consequently, its biological activity. Eight and 6 phenolic compounds were identified in 
the fruit and leaves, respectively. In the inoculated fruits an abrupt decrease of the 
phenolic content was observed. In general, for capsaicinoids, the inoculation did not 
lead to significant differences. Nine and 8 organic acids were characterized in the fruits 
and leaves, respectively, oxalic acid generally being the major one. With respect to fatty 
acids, inoculation led to an increase of palmitic and stearic acids in fruits. Inoculation 
had a positive effect in the leaves, by raising the levels of the unsaturated oleic acid. 
Methyl salicylate was the major volatile in all matrices. With regard to biological 
activity, inoculation improved the activity against DPPH , while non-inoculated 
material was more effective against nitric oxide and superoxide radicals. Only the 
aqueous extract of the leaves was able to inhibit acetylcholinesterase under the assay 
conditions. 
Key words: Capsicum annuum L., growth-promoting bacteria, bioactive compounds, 
antioxidant activity, acetylcholinesterase inhibition. 
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I. INTRODUÇÃO 
 
A alimentação constitui um factor relevante na promoção e manutenção da saúde, uma 
vez que proporciona todos os nutrientes essenciais ao ser humano. Os dados 
epidemiológicos evidenciam o importante papel da dieta na prevenção e controlo da 
morbilidade e mortalidade prematuras, resultantes de doenças crónicas não 
transmissíveis (Vaughan & Geisser, 1997). 
O desenvolvimento industrial e económico e a globalização dos mercados tiveram um 
impacto negativo no estado nutricional e de saúde da sociedade, uma vez que 
desencadearam alterações nos padrões alimentares, com aumento da ingestão de 
produtos altamente calóricos, ricos em sal, gorduras (sobretudo saturadas) e açúcares 
refinados, e diminuição do consumo de frutos e legumes, que associados a um estilo de 
vida sedentário elevaram o risco de desenvolvimento de doenças cardiovasculares e de 
cancro (Vaughan & Geisser, 1997). 
De acordo com um estudo realizado pela Organização Mundial de Saúde (OMS), a 
população em geral consome menos de metade da dose mínima recomendada de 
legumes e frutos (400 g de peso fresco) (WHO, 2009). O baixo consumo de legumes e 
frutos é um dos principais factores que tem contribuído para a mortalidade por doenças 
não transmissíveis, fome e deficiência de micronutrientes (WHO, 2009). 
Actualmente constata-se uma maior preocupação por parte do consumidor em adquirir 
produtos naturais. Assim sendo, os vegetais estão cada vez mais presentes na dieta 
alimentar de todo mundo e são uma excelente fonte de compostos essenciais para a 
nutrição humana. Além do seu valor nutritivo, uma vasta gama de compostos 
biologicamente activos têm sido identificados em alimentos de origem vegetal, como, 
por exemplo, grãos, nozes, legumes e frutos. Destes os dois últimos são os mais 
diversificados a nível de origem botânica. Os compostos bioactivos neles encontrados 
podem ser compostos fenólicos, fitosteróis, ácidos orgânicos, entre outros (Dabrowski 
& Sosulski, 1984; Lampe, 1999; Navarro et al., 2006). 
Os compostos bioactivos presentes em alimentos de origem vegetal exercem acções 
importantes no organismo humano. Estudos experimentais com humanos revelaram a 
capacidade destes alimentos e de alguns dos seus constituintes para intervir como 
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antioxidantes, para participar em processos de destoxificação, para alterar o perfil 
enzimático e o sistema imunitário. Muitos compostos têm sobreposição de mecanismos 
de acção e, dentro do contexto de alimento vegetal, ou mesmo numa dieta à base de 
vegetais, podem ter um efeito aditivo, sinérgico ou até efeitos inibitórios sobre outros 
(Lampe, 1999).  
Recentemente estudos epidemiológicos evidenciaram a forte ligação entre o consumo de 
legumes e frutos na protecção contra o cancro, doenças coronárias, doenças 
cardiovasculares, diabetes e osteoporose (Lampe, 1999; Parr & Bolwell, 2000). 
Steinmetz e Potter (1996) descreveram o seu forte efeito protector contra os cancros do 
pulmão, estômago e esófago. Estes alimentos proporcionam, ainda, uma protecção 
considerável relativamente aos cancros da cavidade oral, faringe, cólon, mama, pâncreas 
e bexiga (Vecchia & Tavani, 1998). Outros estudos indicam que legumes e frutos 
cozidos/processados têm também um efeito preventivo, embora menos eficaz 
(Steinmetz & Potter, 1996). 
 
1.1. Capsicum annuum L. 
O género Capsicum (Figura 1), originário da América Central e do Sul, pertence à 
família Solanaceae e engloba culturas com elevado valor económico. Este género inclui 
25 espécies, das quais apenas três estão amplamente difundidas por todo o mundo: 
Capsicum chinense Jacq., Capsicum frutescens L. e Capsicum annuum L.. Esta última, 
conhecida como pimentão, é originária do México e destaca-se por ter sido a primeira a 
ser introduzida na dieta alimentar a nível mundial. Actualmente é amplamente cultivada 
em países asiáticos, africanos e mediterrânicos, sendo o fruto (o pimento) consumido 
fresco, como condimento, ou usado para processamento, a nível das indústrias 
farmacêutica, cosmética e alimentar (Masi et al., 2007; Arslan & Özcan, 2010). 
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Figura 1. Diversidade botânica do género Capsicum. (1) C. annuum: 1A, fruto. (2) C. frutescens: 2A, 
flor; 2B, fruto. (3) C. chinense: 3A, fruto (Fonte: Vaughan & Geisser, 1997). 
 
A planta pode atingir 1 a 5 m de altura, com folhas de tamanho variável (1,5 a 12 cm de 
comprimento) e flores brancas ou esverdeadas (10 a 15 mm de diâmetro). Quanto à 
parte comestível, o fruto é uma baga que pode apresentar grande diversidade de 
tamanho (0,8 a 30 cm de comprimento), forma (alongada, quase esférica) e cor 
(amarelo, vermelho, verde) (Vaughan & Geisser, 1997). O cultivo de pimentão ocorre 
na sua maioria em países tropicais, podendo comportar-se como planta anual ou perene. 
Apesar de ser sensível à geada, pode ser cultivada em ambientes temperados ou em 
climas mais frios sob protecção, recorrendo, por exemplo, ao uso de estufas.  
Trata-se de uma cultura exigente em termos de fertilização do solo, nomeadamente em 
azoto e potássio, já que estudos têm demonstrado que no seu cultivo é importante a 
utilização de altas doses de adubos orgânicos e minerais para responder às exigências 
nutricionais da planta (Vaughan & Geisser, 1997; Villas-Bôas et al., 2000). 
O pimento tornou-se popular rapidamente, não só pela sua diversidade morfológica e 
genética, com sabor e aroma característicos, mas também pelas suas propriedades 
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benéficas para a saúde humana (Vaughan & Geisser, 1997; Masi et al., 2007; Topuz & 
Ozdemir, 2007; Chuah et al., 2008). Actualmente é conhecido pela sua excelente 
composição nutricional, contendo uma baixa quantidade de proteínas, ácidos gordos e 
açúcares, e um teor elevado de pró-vitamina A (α- e β-caroteno e β-criptoxantina) e 
outros carotenóides. Além disso, caracteriza-se por ser uma excelente fonte de vitamina 
C, vitamina E (tocoferóis) e compostos fenólicos, principalmente flavonóides como a 
quercetina e a luteolina (Vaughan & Geisser, 1997; Masi et al., 2007; Topuz & 
Ozdemir, 2007; Sun et al., 2007; Chuah et al., 2008). Alguns destes compostos serão 
abordados com mais detalhe em secções seguintes. 
As cores atractivas dos pimentos são um dos factores de escolha por parte dos 
consumidores. Estas variações estão associadas aos diferentes estágios de maturação e 
são influenciadas pelo tipo e quantidade de carotenóides e flavonóides presentes no 
fruto. O fruto imaturo apresenta uma cor verde, que se caracteriza pelo elevado 
conteúdo em clorofila e carotenóides. As cores amarela e laranja resultam da presença 
de α- e β-caroteno, zeaxantina, luteína e β-criptoxantina; a cor vermelha é devida à 
existência de capsantina, capsorubina e capsantina 5,6-epóxido (Sun et al., 2007). Estes 
pigmentos são antioxidantes naturais, benéficos ao ser humano, contribuindo para a 
prevenção de doenças originadas por radicais livres, como as doenças cardiovasculares 
e alguns tipos de cancro (Masi et al., 2007; Sun et al., 2007). 
O sabor picante característico de alguns pimentos resulta da presença de compostos 
específicos do género Capsicum designados por capsaicinóides, que serão aprofundados 
adiante.  
Actualmente a atenção tem sido direccionada para os subprodutos resultantes do 
processamento industrial do pimento, como as sementes e as folhas. Estes subprodutos 
representam um problema para a indústria relativamente ao seu destino final. Assim, o 
seu aproveitamento e valorização permitem diminuir as perdas económicas e o impacto 
da actividade industrial no meio ambiente (El-Adawy & Taha, 2001; El-Adawy & Taha, 
2001; Firatligil-Durmus & Evranuz, 2010; Taveira et al., 2010). 
Os subprodutos resultantes do processamento de C. annuum constituem uma fonte 
promissora de compostos bioactivos que podem ser valorizados pelas suas propriedades 
nutricionais e potencial biológico, sendo usados como suplementos alimentares e na 
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fortificação de alimentos. Além disso, compostos extraídos das sementes e folhas de 
vegetais podem ser aplicados na indústria alimentar como conservantes: de facto, 
diversos metabolitos presentes nestas matrizes têm sido descritos como anti-
microbianos, contribuindo para a biopreservação dos alimentos, prolongando a sua vida 
útil e aumentando a segurança associada ao seu consumo (Firatligil-Durmus & Evranuz, 
2010; Taveira et al., 2010).  
O desenvolvimento de novas cultivares de pimentão possibilitaria a expansão do seu 
cultivo, satisfazendo assim a procura por parte das indústrias alimentares, farmacêuticas 
e cosmética. Contudo, o sucesso de programas de melhoramento depende da 
disponibilidade de variabilidade genética que torne possível selecionar os genótipos 
com as características comerciais de interesse (Masi et al., 2007). 
A utilização de C. annuum na dieta alimentar e a crescente pesquisa de compostos 
presentes nas diversas matrizes  (semente, fruto e folhas) e das actividades biológicas 
que lhe estão associadas, assim como o conhecimento dos benefícios que daí possam 
advir, justificam um estudo do metaboloma desta espécie.  
 
1.2. Metabolismo primário e secundário  
O metabolismo pode ser definido como uma rede complexa de vias biossintéticas, ou 
seja, uma série de reacções que ocorrem nos organismos catalisadas por enzimas, 
resultando na produção e utilização de compostos. O metabolismo primário, que é 
comum a todo o tipo de organismos, é aquele de que resultam compostos que são 
utilizados em funções vitais do organismo, como por exemplo a fotossíntese e a 
respiração (açúcares, aminoácidos, ácidos gordos, entre outros). Por sua vez, o 
metabolismo secundário está associado a uma enorme variedade de compostos naturais, 
designados por metabolitos secundários, que incluem compostos fenólicos, fitosteróis, 
entre outros (Figura 2) (Dewick, 1998; Verpoorte & Memelink, 2002).  
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Figura 2. Principais classes de metabolitos secundários encontradas nas plantas (adaptado de Ferreira & 
Abreu, 2007). 
 
Os metabolitos secundários não participam directamente no crescimento e 
desenvolvimento da planta. São definidos como compostos cuja biossíntese é restrita a 
organismos específicos ou a grupos de organismos (Dewick, 1998; Croteau et al., 
2000). Normalmente, os produtos do metabolismo secundário não estão igualmente 
distribuídos pela planta. A sua produção ocorre em órgãos, tecidos ou tipos de células 
específicos e em determinados estados de desenvolvimento. Determinados compostos 
secundários são produzidos apenas para responder às necessidades da planta. Assim, 
conclui-se que a produção de metabolitos secundários é influenciada pela interacção 
entre a planta e o meio envolvente. Por exemplo, alguns compostos secundários, como 
os compostos fenólicos e voláteis, são produzidos como mecanismo de defesa contra 
agentes patogénicos, para a fecundação (atracção de polinizadores), ou até para suprimir 
o crescimento de plantas vizinhas (Pichersky & Gang, 2000; Verpoorte & Memelink, 
2002).  
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Os metabolitos secundários influenciam características importantes, como o sabor, a cor 
e o cheiro. Em termos de saúde humana, as plantas eram vulgarmente usadas na 
medicina tradicional devido à acção benéfica dos compostos secundários. Actualmente 
a população tem uma maior consciência da importância dos produtos naturais e, assim, 
os metabolitos secundários produzidos in natura têm cada vez mais procura por diversas 
indústrias, tais como a farmacêutica, cosmética, agrícola e alimentar (Croteau et al, 
2000; Pichersky & Gang, 2000; Bourgaud et al., 2001). 
 
1.2.1. Compostos fenólicos 
Os compostos fenólicos resultam do metabolismo secundário das plantas e são 
essenciais para o seu crescimento e desenvolvimento. Estes compostos são encontrados 
praticamente em todas as partes dos vegetais, mas não estão distribuídos de uma forma 
homogénea pelos diversos órgãos. Os compostos fenólicos na planta desempenham 
diversas funções essenciais, nomeadamente na reprodução (processo de polinização), no 
crescimento, e sobretudo na defesa. Actuam como pigmentos ou co-pigmentos, 
influenciando a cor da flor e as características organolépticas do fruto, na defesa contra 
predadores e na protecção contra radiações ultra-violeta (UV) e infecções microbianas, 
na modelação da distribuição de hormonas e como moléculas de sinalização para 
micróbios simbióticos (Parr & Bolwell, 2000; Balasundram et al., 2006). De facto, 
compostos fenólicos não corados atraem determinadas bactérias do solo, o que é 
vantajoso para a planta ao nível do desenvolvimento de um ambiente favorável com a 
rizosfera e das relações simbióticas, nomeadamente na fixação de azoto (Parr & 
Bolwell, 2000). O conteúdo fenólico dos alimentos de origem vegetal depende de 
factores intrínsecos (género, espécie e cultivar) e extrínsecos (condições agronómicas, 
ambientais, processo de amadurecimento e condições de processamento e 
armazenamento) (Parr & Bolwell, 2000; Balasundram et al., 2006). 
A diversidade estrutural dos compostos fenólicos deve-se à grande variedade de 
combinações que acontecem na natureza. Os compostos fenólicos podem ser agrupados 
em várias classes, destacando-se os flavonóides, os ácidos fenólicos e os taninos como 
os mais comuns. Nos vegetais estão presentes na forma livre ou ligados a açúcares 
(glicosídeos) ou proteínas (Balasundram et al., 2006). 
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Os flavonóides são o maior e mais diversificado grupo de compostos fenólicos nas 
plantas, sendo caracterizados pela presença de dois anéis aromáticos (A e B), ligados 
por uma cadeia com três átomos de carbono (que pode ou não formar um terceiro anel - 
C), com uma estrutura do tipo C6-C3-C6 (Figura 3). 
 
Figura 3. Estrutura geral dos flavonóides (Balasundram et al., 2006). 
 
Os flavonóides existem habitualmente na forma glicosilada. Nos heterósidos, os 
açúcares podem estar ligados aos grupos hidroxilo ou directamente ao carbono de um 
anel aromático (O ou C-glicosilação respectivamente). A componente glicosídica pode 
variar muito no número e tipo de açúcares e na configuração do carbono anomérico das 
unidades glicosídicas (Valentão, 2003; Seabra et al., 2006). 
A biossíntese dos flavonóides é mista, isto é, o anel A resulta da via acetato e, por isso, 
tem um esquema de substituição alternado característico, geralmente com hidroxilos nas 
posições 5 e 7; os anéis B e C são sintetizados pela via chiquimato, sendo habitualmente 
hidroxilados nas posições 3’, 4’ e 5’ (Balasundram et al., 2006). Geralmente, os 
flavonóides estão acumulados nas células epidérmicas dos órgãos da planta sob a forma 
glicosilada. A localização sub-celular dos glicosídeos está principalmente confinada às 
regiões hidrofílicas, como os vacúolos e apoplastos (Sakihama et al., 2002, 
Balasundram et al., 2006). 
Os ácidos fenólicos constituem também uma classe importante de compostos 
bioactivos. Caracterizam-se por possuir, pelo menos, uma função carboxílica e um 
hidroxilo fenólico. Estes compostos englobam derivados do ácido hidroxibenzóico e 
derivados do ácido hidroxicinâmico (Robards et al., 1999; Balasundram et al., 2006). 
Os ácidos hidroxibenzóicos incluem, por exemplo, os ácidos gálhico, p-
hidroxibenzóico, protocatéquico, vanílico e siríngico, os quais apresentam uma estrutura 
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comum do tipo C6–C1. Os ácidos hidroxicinâmicos apresentam uma cadeia lateral com 
três carbonos (C6–C3), como os ácidos cafeico, ferúlico, p-cumárico e sinápico (Figura 
4) (Robards et al., 1999; Balasundram et al., 2006). 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 4. Estrutura química dos ácidos hidroxibenzóicos e hidroxicinâmicos (adaptado de Angelo & 
Jorge, 2007). 
 
Os derivados hidroxicinâmicos podem existir nas formas cis e trans devido à dupla 
ligação na cadeia lateral. Os isómeros trans ocorrem na natureza, porém, quando em 
solução e por influência da luz, os dois isómeros interconvertem-se facilmente até 
atingirem um equilíbrio. Usualmente, estes ácidos encontram-se nas plantas sob a forma 
de ésteres, como, por exemplo, o ácido 5-O-cafeoilquínico. Também são encontrados na 
forma de glicosídeos, ligados a proteínas e outros polímeros da parede celular, ou na 
forma livre (Robards et al., 1999; Balasundram et al., 2006). 
Recentemente os compostos fenólicos presentes em produtos de origem vegetal têm 
atraído maior atenção, em grande parte devido às suas propriedades antioxidantes e aos 
seus benefícios para a saúde humana. Como referido anteriormente, os compostos 
fenólicos, juntamente com outros compostos redutores presentes na dieta humana, tais 
como vitamina C, vitamina E e os carotenóides, protegem os tecidos contra o stress 
oxidativo e, consequentemente de patologias associadas, como cancro, doenças 
coronárias e inflamação (Moure et al., 2001). Em estudos epidemiológicos alguns 
compostos fenólicos demonstraram ter efeito protector contra doenças do 
envelhecimento, possivelmente pela sua acção antioxidante (Moure et al., 2001). Outras 
actividades destes compostos têm sido descritas, tais como anti-alérgica, anti-
Derivados do ácido benzóico Derivados do ácido cinâmico 
R1 = R2 = H; ácido p-hidroxibenzóico 
R1 = OH, R2 = H; ácido portocatéquico 
R1 = OCH3, R2 = H; ácido vanílico 
R1 = R2 = OH; ácido gálhico 
R1 = R2 = OCH3; ácido siríngico 
R1 = R2 = H; ácido p-cumárico 
R1 = OH, R2 = H; ácido cafeico 
R1 = OCH3, R2 = H; ácido ferúlico 
R1 = R2 = OCH3; ácido sinápico 
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aterogénica, anti-inflamatória, antimicrobiana e efeito vasodilatador (Middleton et al., 
2000; Puupponen-Pimiä et al., 2001; Manach et al., 2005; Balasundram et al., 2006). 
A acção antioxidante dos compostos fenólicos assenta essencialmente no elevado 
potencial que apresentam para sequestrar radicais livres. Outros mecanismos 
relacionam-se com a possibilidade de quelatação de iões metálicos, de inibição de 
enzimas envolvidas na produção de espécies oxidantes e envolvimento em cascatas de 
sinalização celular. A estrutura da molécula é um factor-chave, uma vez que a 
capacidade antioxidante dos compostos depende da quantidade e da posição dos grupos 
hidroxilo (Halliwell, 2006; Balasundram et al., 2006). Os ácidos sinápico, ferúlico e p-
cumárico são antioxidantes mais eficazes do que os análogos derivados do ácido 
benzóico, os ácidos siríngico, vanílico e p-hidroxibenzóico, respectivamente. Isto deve-
se à dupla ligação presente na molécula dos derivados do ácido cinâmico, que também 
participa na estabilização do radical fenoxilo por deslocamento do electrão 
desemparelhado.  
A actividade antioxidante dos flavonóides é determinada pela sua estrutura, em 
particular pelo número e arranjo dos grupos funcionais em torno do esqueleto base 
destas moléculas. Assim, a configuração dos grupos hidroxilo do anel B é a principal 
responsável pelo sequestro de espécies reactivas de oxigénio e azoto; a existência da 
dupla ligação entre C2 e C3 em combinação com grupo carbonilo na posição 4 do anel 
C contribui também para o potencial antioxidante destes compostos e a presença de 
grupos hidroxilo na posição 3 do anel C e na posição 5 do anel A facilita a deslocação 
de electrões entre os anéis A e B e a estabilização por ressonância (Figura 5).  
 
Figura 5. Relação estrutura/actividade antioxidante dos flavonóides (adaptado de Valentão, 2003). 
A glicosilação torna os flavonóides menos reactivos e mais solúveis em água, podendo 
ser considerada uma forma de protecção nas plantas, pois evita danos citoplasmáticos e 
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permite o armazenamento nos vacúolos. No geral, a actividade antioxidante dos 
flavonóides diminui com a glicosilação (Hopia & Heinonen, 1999). 
Nos últimos anos têm-se desenvolvido múltiplos estudos de pesquisa de compostos 
fenólicos em distintas matrizes vegetais e de resíduos agro-industriais e sua relação com 
a possível actividade biológica e benefícios para a saúde humana (Moure et al., 2001). 
 
1.2.2. Capsaicinóides 
A pungência típica dos frutos do género Capsicum é uma das características mais 
importantes no consumo in natura e no processamento industrial. Contudo, além do 
interesse alimentar, a indústria farmacêutica e cosmética tem demonstrado uma atenção 
especial pelos alcalóides específicos do pimento responsáveis por esta característica - os 
capsaicinóides. Estes são produzidos na placenta (tecido localizado na parte interna no 
fruto) e acumulados no vacúolo e vesículas das células epidérmicas desta (Figura 6). Os 
capsaicinóides são libertados quando o fruto sofre qualquer dano físico. Os compostos 
predominantes são a capsaicina e a di-hidrocapsaicina, representando cerca de 80-90% 
dos capsaicinóides encontrados no pimento (Figura 7) (Perucka & Oleszek, 2000; 
Kozukue et al., 2005; Meghvansi et al., 2010). 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 6. Semente de pimento (Fonte: Stewart et al., 2007). 
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Figura 7. Estrutura química dos principais capsaicinóides em C. annuum (Kozukue et al., 2005). 
 
Existe grande variação na concentração de capsaicinóides nos frutos de distintas 
espécies e entre genótipos da mesma espécie. Além disso, o seu conteúdo depende do 
estágio de desenvolvimento do fruto, ocorrendo uma acumulação no início do 
amadurecimento e decréscimo no decorrer do mesmo (Perucka & Oleszek, 2000; 
Kozukue et al., 2005; Meghvansi et al., 2010). A biossíntese destes compostos envolve 
a via chiquimato e um derivado da acetil-CoA (8-metilnonenoil-CoA) (Figura 8).  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Capsaicina Di-hidrocapsaicina 
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Figura 8. Visão geral da biossíntese de capsaicinóides num contexto celular. (A), Células de pimento 
(produtoras de capsaicinóides). (B) Origem biossintética dos capsaicinóides. O corismato é produzido 
através da via chiquimato (etapa 1) e é usado para sintetizar a fenilalanina no plastídeo (etapa 2). Esta é 
convertida em feruloil-CoA no retículo endoplasmático (etapa 3), que origina vanililamina num 
compartimento desconhecido (etapa 4). O piruvato é o precursor da valina (etapa 5), que é exportada para 
a mitocôndria e convertida em isobutiril-CoA (etapa 6). A isobutiril-CoA passa para o plastídeo, onde é 
alongada originando o ácido 8-metil-nonanóico (etapa 7). A passagem deste do plastídeo é acompanhada 
pela formação do tioéster com CoA, originando 8-metilnonenoil-CoA. Síntese de capsaicina (etapa 8). Na 
biossíntese de outros capsaicinóides há variação entre a etapa 5 a 7; as formas éster provavelmente são 
originadas entre as etapas 3 e 4 (adaptado de Mazourek et al., 2009). 
Estes compostos apresentam actividade biológica, apesar de se encontrarem em 
concentrações reduzidas nos pimentos (Mazourek et al., 2009; Meghvansi et al., 2010). 
As aplicações farmacêuticas são atribuídas às suas propriedades analgésica, anti-
artrítica, anti-obesidade, antimicrobiana, antioxidante e potencial prevenção de cancro 
(Taraphdar et al., 2001; Rosa et al., 2002; Surh, 2002; Meghvansi et al., 2010).  
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1.2.3. Ácidos orgânicos 
Os ácidos orgânicos são ácidos fracos, solúveis em água e etanol, que se encontram nos 
vacúolos celulares de várias plantas. Apresentam-se como líquidos incolores com 
elevado ponto de ebulição, devido à facilidade que têm em estabelecer pontes de 
hidrogénio. Estes compostos são classificados em função do número de grupos 
carboxílicos que possuem e de acordo com outros grupos funcionais que possam existir 
(Figura 9) (Dashek & Micales, 1997). 
 
Figura 9. Estrutura química de alguns ácidos orgânicos. 
 
Os ácidos orgânicos são de extrema importância em diversas vias bioquímicas, 
nomeadamente na produção de energia, formação de precursores para a síntese de 
aminoácidos e na adaptação da planta ao meio envolvente. Uma característica particular 
das plantas é o elevado conteúdo em ácidos orgânicos comparativamente a outros 
organismos. A composição em ácidos orgânicos e a sua acumulação dependem de 
vários factores, tais como a espécie, tipo de tecido e idade da planta. A alta acumulação 
de ácidos orgânicos nos tecidos vegetais é justificada pela sua intervenção como 
intermediários na fotossíntese. Estes compostos têm um papel fulcral como solutos 
metabolicamente activos para o ajuste osmótico e o equilíbrio de excesso de catiões e 
têm uma intervenção significativa em alguns mecanismos desencadeados pela planta 
para responder a deficiências nutricionais, tolerância de metais e interacções simbióticas 
planta-bactéria na interface raiz-solo (López-Bucio et al., 2000).  
As raízes contêm constituintes que desempenham funções importantes na solubilização 
de nutrientes (ácidos orgânicos e compostos fenólicos), restrição da passagem de metais 
tóxicos (ácidos cítrico e málico) e atracção de microrganismos benéficos (compostos 
fenólicos, ácidos orgânicos e açúcares). Como tal, a libertação de ácidos orgânicos pelas 
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raízes das plantas tem como objectivo interagir com o solo para seu benefício (López-
Bucio et al., 2000).  
Os ácidos orgânicos são produzidos, principalmente, na mitocôndria através do ciclo 
dos ácidos tricarboxílicos ou ciclo de Krebs. Devido à natureza catalítica deste ciclo os 
ácidos orgânicos estão presentes em pequenos compartimentos da mitocôndria e são 
preferencialmente armazenados no vacúolo. Os principais intervenientes no ciclo de 
Krebs são o citrato, isocitrato, α-cetoglutarato, succinato, fumarato e o malato, que além 
da sua importância neste ciclo intervêm em processos metabólicos responsáveis pela 
produção de ácidos gordos, aminoácidos e ácidos nucleicos (López-Bucio et al., 2000). 
A diversidade de ácidos orgânicos e a sua concentração são factores determinantes nas 
características organolépticas, principalmente ao nível do sabor de matrizes vegetais 
(Vaughan & Geissler, 1997; Oliveira et al., 2009). A composição em ácidos orgânicos 
pode ser a base para estudos taxonómicos, uma vez que é característica da espécie, 
podendo também ser usada no controlo da qualidade, uma vez que os ácidos orgânicos 
são compostos relativamente estáveis durante o armazenamento e processamento deste 
tipo de matrizes (Valentão et al., 2005). 
Os ácidos orgânicos têm sido incorporados na indústria alimentar como antioxidantes, 
conservantes e aromatizantes, e recentemente têm sido utilizados com o objectivo de 
incrementar o tempo de conservação e controlar o crescimento de microrganismos 
patogénicos. Estes compostos são uma alternativa ao uso de conservantes químicos e de 
baixo custo (Raybaudi-Massilia et al, 2008). 
Estudos epidemiológicos constataram o efeito protector dos ácidos orgânicos contra 
algumas doenças, como o cancro, sendo esta actividade devida às suas propriedades 
antioxidantes, que estão relacionadas com a capacidade de interceptar radicais livres e 
quelatar iões metálicos (Vaughan & Geissler, 1997). Nakai & Siebert (2004) 
evidenciaram a actividade antimicrobiana de diversos ácidos orgânicos, nomeadamente 
dos ácidos acético, cítrico, fumárico e láctico, contra Listeria innocua, Listeria ivanovii, 
Pseudomonas aeruginosa e Oenococcus oeni. Recentemente vários estudos 
demonstraram a capacidade destes compostos para inibirem a acetilcolinesterase, 
estando esta actividade directamente relacionada com o tratamento de doenças 
16 
 
neurológicas, tais como a doença de Alzheimer, demência senil, entre outras (Oliveira et 
al, 2009). 
 
1.2.4. Ácidos gordos  
Usualmente o consumidor associa a palavra ácidos gordos a gorduras que desencadeiam 
diversas doenças, nomeadamente doenças crónicas como a obesidade, diabetes, cancro, 
asma e doenças cardiovasculares. No entanto, embora exista algum sentido nesta 
percepção, muitos ácidos gordos podem ser utilizados como ingredientes funcionais, 
com propriedades benéficas para a saúde humana (Ruiz-Rodriguez et al., 2010). 
São metabolitos primários que funcionam como reserva energética e são uma parte 
importante dos fosfolípidos que constituem as membranas celulares. Quimicamente, os 
ácidos gordos apresentam uma cadeia hidrocarbonada, saturada ou insaturada, com um 
grupo metilo numa das extremidades e um grupo carboneto na outra. Tendo em conta a 
sua estrutura química podem ser classificados em saturados (SFA), monoinsaturados 
(MUFA) e polinsaturados (PUFA) (Tabela 1). Os PUFA apresentam duas ou mais 
ligações duplas, geralmente na configuração cis (Dubois et al., 2007). 
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Tabela 1. Estrutura química de alguns ácidos gordos de diferentes classes. 
Saturados 
 
Monoinsaturados 
 
Polinsaturados 
 
 
 
 
A biossíntese de ácidos gordos nas plantas ocorre nos plastídeos, no retículo 
endoplasmático e no citoplasma das células, através da via acetato, iniciando-se com a 
conversão da acetil-CoA em malonil-CoA pela acetil-CoA carboxilase. A partir da 
malonil-CoA é adicionada nova unidade de dois carbonos a uma segunda molécula de 
acetil-CoA, por um complexo de sintetases de ácidos gordos. O produto resultante é 
subsequentemente reduzido, desidratado e hidrogenado para formar um composto de 4 
carbonos que se recicla através da mesma série de passos até à produção, originando 
deste modo os SFA, que podem ter entre 4 a 30 átomos de carbono, sendo os mais 
comuns os ácidos com 16 e 18 átomos de carbono. A síntese de ácidos gordos 
insaturados é feita a partir dos saturados, por processos de desidrogenação enzimática 
(Dewick, 1998; Millar et al, 2000; Dubois et al., 2007). 
Oleico 
Palmitoleico 
Linoleico 
Araquidónico 
Mirístico 
Palmítico 
Esteárico 
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Os ácidos gordos e os seus derivados são essencialmente utilizados como moléculas de 
sinalização em diversos processos, tais como reprodução (atracção de insectos e 
desenvolvimento dos grãos de pólen), defesa contra agentes patogénicos, regulação de 
crescimento, e como mensageiros entre plantas e entre insectos e plantas. A acção 
sinalizadora dos ácidos gordos no âmbito da defesa da planta tem-se revelado de 
extrema importância (Farmer, 1994; Farmer et al., 1998; Piffanalli et al., 1998). 
A ingestão de quantidades elevadas de ácidos gordos saturados está associada a grande 
incidência de aterosclerose, doenças coronárias e alguns tipos cancros, tais como dos 
intestinos, próstata e mama. Níveis elevados de colesterol no sangue aumentam o risco 
de doenças cardiovasculares. Estudos epidemiológicos demonstraram que alguns ácidos 
gordos saturados, como por exemplo, os ácidos laúrico, tetradecanóico e palmítico são 
responsáveis pelo aumento do colesterol no sangue (Williams, 2000; Dubois et al., 
2007). No entanto, nem todos os ácidos gordos saturados têm o mesmo efeito 
prejudicial na saúde; por exemplo, o ácido esteárico não leva ao mesmo aumento 
(Vaughan & Geissler, 1997; Williams, 2000). Estes ácidos gordos saturados (laúrico, 
tetradecanóico, palmítico e esteárico) demonstraram possuir algumas propriedades 
biológicas, como por exemplo actividade antimicrobiana (Kabara et al., 1972).  
O ser humano consegue sintetizar a maior parte dos ácidos gordos saturados e 
insaturados de que necessita. No entanto, existem dois que o organismo não consegue 
sintetizar, os ácidos linoleico (LA) e α-linolénico (ALA), tornando-os ácidos gordos 
essenciais pois têm de ser obtidos da dieta alimentar. Os ácidos gordos Ómega-6 e 
Ómega-3 (Figura 10) são essenciais para funções celulares normais, e actuam como 
precursores para a síntese de outros PUFAs de cadeia longa, tais como os ácidos 
araquidónico (C20:4), eicosapentaenóico (C20:5) e docosahexaenóico (C22:6), que têm 
numerosas funções celulares, nomeadamente na manutenção da integridade e fluidez 
das membranas, actividade das enzimas da membrana e síntese de eicosanóides, como 
as prostaglandinas, leucotrienos e tromboxanos (Ruiz-Rodriguez et al., 2010).  
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Figura 10. Via metabólica dos ácidos gordos linoleico e α-linolénico (adaptado de Williams, 2000). 
 
Os ácidos insaturados (MUFAs e PUFAs) têm sido alvo de estudos exaustivos 
relativamente ao seu efeito benéfico na saúde humana. Dentro dos MUFAs destaca-se o 
ácido oleico, que está presente em quantidades consideráveis em muitos óleos vegetais, 
especialmente no azeite. Pensa-se que este ácido tenha um efeito positivo na redução de 
colesterol ligado a lipoproteínas de baixa densidade (LDL). Os mais estudados são os 
PUFAs. Um aumento da ingestão de ALA tem sido associado a uma diminuição dos 
níveis sanguíneos de colesterol, redução do risco de ocorrência de ataques cardíacos, 
redução dos cancros da mama, cólon e próstata, redução da pressão arterial e dos níveis 
de triglicerídeos no sangue (Williams, 2000; Dubois et al., 2007; Rui-Rodriguez et al., 
2010). O LA tornou-se bastante popular na indústria cosmética, devido aos efeitos 
benéficos da sua aplicação tópica como anti-inflamatório, na redução da acne e retenção 
da humidade (Dubois et al., 2007; Rui-Rodriguez et al., 2010). 
O ácido γ-linolénico (GLA) é referenciado pelas suas propriedades anti-inflamatórias e 
anti-cancerígenas (Rui-Rodriguez et al., 2010). O ácido eicosapentaenóico e 
docohexaenóico têm a capacidade de prevenir e tratar a hipertensão arterial, artrite, 
doenças inflamatórias, doenças auto-imunes e cancro (Williams, 2000). Contudo, o 
efeito mais consistente destes dois PUFAS está associado à diminuição dos 
Ácido γ-
linolénico 
Ácido 
linoleico 
Ácido α-
linolénico 
Ácido 
araquidónico 
Ácido 
eicosapentaenóico 
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docosapentaenóico 
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triglicerídeos no plasma, conduzindo a uma redução do risco de doenças coronárias 
(Williams, 2000; Rui-Rodriguez et al., 2010).  
 
1.2.5. Fitosteróis 
Os esteróis de origem vegetal, designados por fitosteróis, estão presentes nas paredes 
celulares. O ser humano não consegue sintetizar estes compostos, adquirindo-os através 
da dieta alimentar. Os fitosteróis são estruturalmente similares e funcionalmente 
análogos ao colesterol dos animais. Actualmente, mais de 250 esteróis foram 
referenciados em diversas matrizes naturais (Moreau et al., 2002; Han et al., 2008). 
Os fitosteróis são produtos da via biossintética dos compostos isoprenóides. O 
isopentenil pirofosfato (IPP) funciona como um alicerce fundamental para a biossíntese 
de todos os terpenóides. No caso dos esteróis o IPP deriva exclusivamente da via do 
ácido mevalónico. A síntese de fitosteróis consiste numa sequência de mais de 30 
reacções catalisadas por enzimas que se encontram na membrana celular (Piironen et 
al., 2000; Moreau et al., 2002; Carvalho & Fonseca, 2006).  
Os fitosteróis têm diversas funções nas plantas, como regular a fluidez das membranas, 
e, provavelmente desempenham um papel importante na adaptação das membranas às 
variações de temperatura. Sabe-se que os fitosteróis mais comuns nas plantas são o 
estigmasterol, o β-sitosterol e o campesterol, destacando-se os dois últimos como os 
mais eficientes (Figura 11) (Piironen et al., 2000). Na forma livre os grupos hidroxilo 
dos esteróis são um factor importante para as interacções específicas entre os 
fosfolípidos e as proteínas da membrana (Piironen et al., 2000; Moreau et al., 2002). O 
conteúdo de fitosteróis é influenciado por distintos factores, tais como, factores 
genéticos (espécie) e estádio de desenvolvimento da planta (Quílez et al., 2003). Nas 
sementes existe uma acumulação de fitosteróis para o crescimento de novas células, 
uma vez que estes compostos também desempenham um papel na diferenciação celular 
e proliferação. Assim, a síntese de fitosteróis é mais activa após a germinação e diminui 
gradualmente com o amadurecimento da semente (Piironen et al., 2000).  
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Figura 11. Estrutura química dos fitosteróis mais comuns. 
 
Os fitosteróis têm acção insecticida e antimicrobiana. Estas propriedades podem ser 
úteis para a produção de produtos agrícolas de alto valor nutricional (Piironen et al., 
2003; Fernandes & Cabral, 2007; Han et al., 2008). 
No organismo humano os fitosteróis evidenciaram-se por reduzir o colesterol sérico, 
conduzindo a um decréscimo nas doenças cardiovasculares. O mecanismo de acção, 
principalmente do β-sitosterol, estigmasterol e campesterol, é baseado na capacidade 
para reduzir a absorção intestinal do colesterol proveniente da alimentação e das vias 
biliares (Piironen et al., 2003; Fernandes & Cabral, 2007; Han et al., 2008). Evidências 
epidemiológicas sugerem que os fitosteróis podem ter um efeito protector contra vários 
tipos de cancro, tais como o do cólon, mama e próstata. Acções imunomoduladora e 
anti-inflamatória têm também sido atribuídas a estes compostos (Quílez et al., 2003). 
O conhecimento das actividades biológicas exercidas pelos fitosteróis fez com que estes 
sejam utilizados actualmente em diversas áreas industriais, tais como farmacêutica 
(produção de esteróides terapêuticos), alimentar (aditivos anti-colesterol em alimentos 
funcionais) e cosmética (cremes e outros produtos) (Jong et al., 2003; Carvalho & 
Fonseca, 2006; Fernandes & Cabral, 2007). 
 
1.2.6. Compostos voláteis 
As plantas têm necessidade de se ajustar ao meio envolvente durante o seu ciclo de vida, 
pelo que desenvolveram vários mecanismos que permitem a sua interacção com o meio 
que as rodeia, como, por exemplo, a libertação de compostos voláteis das folhas, flores 
e frutos para a atmosfera e das raízes para o solo. Actualmente, mais de 1700 compostos 
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voláteis foram descritos em mais de 90 famílias, representado 1% dos metabolitos 
secundários produzidos por plantas (Figura 12) (Dudareva et al., 2006).  
 
Figura 12. Estrutura química de alguns compostos voláteis de ocorrência natural. 
 
Os compostos voláteis existem nos tecidos vegetais na forma livre ou conjugada. As 
formas livres são libertadas para a atmosfera quando as cutículas, paredes celulares ou 
membranas são quebradas. Já as formas conjugadas, que têm origem enzimática, são 
libertadas nos processos de degradação da clorofila, oxidação de substratos, hidrólise do 
amido e rompimento de membranas (Gang, 2005). 
Os compostos voláteis pertencem a diversas classes químicas, têm peso molecular 
baixo, ponto de ebulição baixo e pressão de vapor elevada à temperatura ambiente, 
sendo os responsáveis pelos aromas das plantas (Dudareva et al., 2004; Gang, 2005; 
Dudareva et al., 2006). Quimicamente, a biossíntese dos distintos compostos varia 
consoante a classe química a que pertencem e a grande diversidade resulta de 
modificações enzimáticas (Dudareva et al., 2006). Nas plantas, os hidratos de carbono, 
ácidos gordos e aminoácidos são as fontes de carbono mais importantes para os 
compostos responsáveis pelo aroma (Dudareva et al., 2004). 
O perfil de compostos voláteis das plantas varia consoante as suas necessidades e o 
meio envolvente, sendo directamente influenciado por factores bióticos e abióticos 
(Maffei, 2010). A influência do meio envolvente permite conhecer o estado fisiológico 
da planta e os tipos de stress a que está sujeita. Os compostos voláteis têm múltiplas 
funções na planta, desde a defesa contra herbívoros ou agentes patogénicos, atracção de 
polinizadores e dispersão de sementes e funcionam como sinal na comunicação entre 
plantas. A nível de defesa, os compostos voláteis podem repelir ou intoxicar os 
organismos agressores, ou mesmo atrair os seus predadores. Ao libertar estes 
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metabolitos a planta está também a alertar as plantas vizinhas para a presença de 
organismos agressores no meio envolvente. Nos frutos estes compostos têm como 
principal função atrair animais com a finalidade de dispersar as sementes. Os compostos 
voláteis libertados pelas raízes reforçam o sistema de defesa subterrâneo, activando 
substâncias antimicrobianas ou anti-herbívoros (Niinemets et al., 2004; Maffei, 2010) e 
participam no estabelecimento de relações simbióticas entre planta e bactérias, actuando 
como quimioatractivo e como substrato de crescimento para as bactérias (Santos et al., 
1996). 
Os compostos voláteis afectam o sabor e o aroma dos frutos frescos ou processados 
(Oliveira et al., 2010). A nível industrial podem ser usados como aromatizantes, 
conservantes e em produtos de medicina natural (Maffei, 2010).  
Muitos compostos, como o limoneno e o linalol (Figura 12), são comuns no reino 
vegetal. Em contrapartida, existem alguns que são característicos de determinado tipo 
de plantas, como é o caso das pirazinas no género Capsicum (Luning et al., 1994). Das 
diversas pirazinas identificadas no pimento destaca-se a 2-isobutil-3-metoxipirazina 
(Figura 13) por ser um composto que intensifica o aroma pungente. A concentração 
desta pirazina em variedades de pimento vermelho é 4 vezes menor do que a encontrada 
em variedades de pimento verde (Luning et al., 1994; Buchbauer et al., 2000). 
 
Figura 13. Estrutura química da 2-isobutil-3-metoxipirazina. 
 
1.3. Actividade biológica  
O ser humano aprendeu a utilizar matrizes naturais, principalmente de origem vegetal, 
com o intuito de tratar diversas doenças (Clark, 1996; Shu, 1998). O sequenciamento do 
genoma humano permitiu o conhecimento da possível acção de compostos bioactivos e 
quais os alvos moleculares associados a vários tipos de doença, por exemplo, diabetes, 
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obesidade e cancro (Clark, 1996; Shu, 1998). Este factor, juntamente com os avanços na 
biotecnologia, possibilita a realização de estudos com o objectivo de melhorar a 
composição nutricional dos alimentos. No futuro, os produtos de origem vegetal 
biologicamente activos podem ter aplicações mais significativas, nomeadamente no 
desenvolvimento comercial de novos produtos farmacêuticos, alimentares, cosméticos e 
agrícolas (Clark, 1996; Shu, 1998; Newman et al., 2003). 
Diversas actividades biológicas têm sido atribuídas ao pimento e aos seus subprodutos. 
Relativamente ao pimento a que mais se destacou foi a antioxidante (Kähkönen et al., 
1999; Conforti et al., 2007; Deepa et al., 2007), mas outras como a antimicrobiana 
(Marino et al., 2006, Carvalho & Gomes, 2009) e anti-inflamatória (Tsai et al., 2006) 
têm sido também descritas. O uso de extractos de C. annuum na medicina tradicional 
deve-se ao seu efeito analgésico, que é associado aos capsaicinóides (Tsai et al., 2006). 
Gomes et al. (2009) descreveram as potencialidades biológicas do género Capsicum na 
prevenção ou tratamento de doenças relacionadas com o sistema nervoso, como a 
doença de Alzheimer, e atribuíram-nas à sua composição em capsaicinóides e 
flavonóides.  
Os subprodutos resultantes do processamento industrial de alimentos têm sido alvo de 
diversos estudos tendo em vista a pesquisa de possíveis actividades biológicas que 
possam ser aplicáveis em diversas indústrias. Até aos dias de hoje existe pouca 
informação sobre o valor dos subprodutos da cultura do pimento, como as sementes e 
folhas. Relativamente às sementes de C. annuum, Iorizzi et al. (2002) avaliaram a 
actividade antimicrobiana das suas saponinas, tendo verificado que estes compostos 
apresentam uma forte actividade contra leveduras e fungos. Sim & Sil (2008) 
demonstraram a actividade antioxidante de extractos de sementes de pimento vermelho 
contra os radicais 2,2-difenil-1-picrilhidrazilo (DPPH ), anião superóxido e hidroxilo e a 
sua capacidade para quelatar ferro.  
Relativamente às folhas de C. annuum, Kim et al. (2003) avaliaram a sua acção 
antioxidante e antimicrobiana e capacidade de inibição da tirosinase. Dos vários 
extractos testados, o obtido com acetato de etilo foi aquele que apresentou melhor 
actividade. Num estudo desenvolvido por Ku & Kang (2010) a actividade 
quimiopreventiva do extracto metanólico das folhas foi atribuída ao elevado conteúdo 
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de carotenóides. Buena et al. (2007) sugeriram a utilização das folhas como agente 
protector contra nemátodos, como Meloidogyne incognita. 
De seguida serão abordados alguns aspectos relacionados com as actividades biológicas 
avaliadas no âmbito desta dissertação.  
 
1.3.1. Oxidação e antioxidantes  
Ao viverem num sistema aeróbio as células estão constantemente sob risco de sofrerem 
danos causados por espécies reactivas de oxigénio (ROS) e espécies reactivas de azoto 
(RNS). As fontes exógenas de espécies oxidantes incluem a radiação UV, agentes 
químicos, entre outros. As ROS encontradas a nível intracelular podem ser 
consequência do próprio metabolismo celular, por exemplo, da mitocôndria, que, apesar 
de ser responsável pela produção de energia (ATP) para o organismo, pode gerar 
espécies reactivas no processo de fosforilação oxidativa. As ROS podem também ser 
geradas no processo inflamatório (Blokhina et al., 2003; Halliwell, 2006). 
As ROS (Figura 14) compreendem não só radicais de oxigénio, tais como os radicais 
hidroxilo (HO ) e superóxido (O2
-
), mas também derivados do oxigénio que não são 
radicalares, como o peróxido de hidrogénio (H2O2), ácido hipocloroso (HOCl), ozono 
(O3) e oxigénio singleto (
1
O2) (Blokhina et al., 2003; Turrens, 2003). O radical óxido 
nítrico ( NO) é uma espécie reactiva de azoto produzida por sintases de óxido nítrico 
(NOS). Este radical encontra-se no organismo humano, tendo um papel importante 
numa grande variedade de processos fisiológicos: neurotransmissão, regulação da 
pressão sanguínea, mecanismos de defesa e regulação da resposta imunitária. A reacção 
entre NO e O2
-
 leva à formação do potente agente oxidante peroxinitrito (ONOO
-
), que 
pode desencadear a fragmentação do DNA e oxidação lipídica (Ferreira & Abreu, 
2007). 
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Figura 14. Esquema representativo de algumas das principais reacções que envolvem ROS e RNS. A 
cadeia respiratória produz aniões superóxido (O2
-
) que podem ser transformados em peróxido de 
hidrogénio (H2O2) e radicais hidroxilo (HO•). Estes radicais podem reagir com ácidos gordos 
poliinsaturados (LH) dos fosfolípidos membranares, promovendo o processo da peroxidação lipídica ao 
originar radicais lipídicos (L•), radicais peroxilo lípidicos (LOO•), hidroperóxidos lipídicos (LOOH) e 
radicais alcoxilo lipídicos (LO•). A combinação entre o óxido nítrico (•NO), resultante da acção de 
sintases de óxido nítrico (NOS), e o anião superóxido (O2
-
) produz peroxinitrito (ONOO
-
) (adaptado: 
Ferreira & Abreu, 2007). 
 
Em concentrações baixas ou moderadas as ROS podem ser benéficas para as células, já 
que estão envolvidas em vários processos fisiológicos de sinalização e de regulação, 
conforme visto acima. Contudo, para se proteger contra o excesso de espécies oxidantes 
o organismo humano recorre a diversos antioxidantes. Estes podem ser enzimas, tais 
como a superóxido dismutase (SOD), glutationa peroxidase (GPx) e a catalase (CAT), 
ou moléculas como a glutationa, que pode captar directamente as espécies reactivas ou 
servir de co-factor a enzimas antioxidantes como a GPx (Blokhina et al., 2003).  
No entanto, apesar da existência de agentes antioxidantes no organismo, quando a 
formação de espécies oxidantes excede a capacidade antioxidante celular surge um 
quadro de stress oxidativo, cujos resultados podem ser bastantes prejudiciais. Essa 
condição pode variar bastante entre organismos, tipos de células e até mesmo entre 
células de um mesmo tecido, uma vez que a capacidade antioxidante é bastante 
diversificada (Moure et al., 2001).  
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Os principais alvos das espécies oxidantes são o DNA, lípidos e proteínas, sendo a sua 
susceptibilidade dependente de muitos factores, como o local onde a espécie reactiva é 
formada, a capacidade relativa da biomolécula para ser oxidada e a disponibilidade de 
iões metálicos para se associarem a ela, pois determinadas biomoléculas tornam-se 
reactivas após ligação a iões metálicos. Os danos nos lípidos e proteínas podem ser 
removidos por degradação, o mesmo não acontecendo com o DNA, dado que é a 
molécula responsável por todas as informações genéticas das células do organismo vivo. 
Contudo, com os últimos avanços científicos foi possível constatar que o organismo 
humano consegue proceder a mecanismos de reparação do DNA nuclear, possibilitando, 
em alguns casos, que a célula volte às condições normais. Já na mitocôndria, onde 
apenas 95% do oxigénio é completamente reduzido, sendo os restantes 5% reduzidos 
univalentemente a espécies reactivas de oxigénio, não há mecanismos de reparação do 
DNA mitocondrial (Blokhina et al., 2003; Turrens, 2003, Halliwell, 2006). 
De uma forma geral, os antioxidantes previnem a iniciação dos danos oxidativos, 
limitam a sua propagação ou procedem à reparação das moléculas danificadas. 
Actualmente existe uma grande preocupação em adquirir compostos antioxidantes 
através da dieta alimentar, com o intuito de precaver possíveis desequilíbrios no 
organismo. A aquisição de antioxidantes por esta via é uma forma de fortalecer o 
sistema de defesa humano, já que diversos compostos bioactivos presentes nos vegetais 
têm demonstrado excelentes resultados (Moure et al., 2001). Os vegetais, em geral, 
assim como todos os alimentos e bebidas deles derivados, são ricos em vários tipos de 
antioxidantes, como vitamina C, β-caroteno e compostos fenólicos. Além de 
preservarem as características intrínsecas dos alimentos, como o sabor e a cor, os 
compostos antioxidantes neles contidos evitam a destruição de nutrientes por oxidação 
e, consequentemente, o decréscimo da qualidade nutricional e sensorial e garantem 
segurança no seu consumo (Balasundram et al., 2006). 
No entanto, os compostos de origem vegetal podem ser pró-oxidantes, por exemplo, 
quando estão presentes em altas concentrações, sendo bastante susceptíveis à oxidação. 
Na presença de oxigénio e metais de transição, tais como o cobre e o ferro, pode ocorrer 
a catalisação da oxidação destes compostos, levando à formação de ROS e outros 
radicais orgânicos, que podem ter como consequência danos no DNA, lípidos e noutras 
moléculas biológicas (Moure et al., 2001; Sakihama et al., 2002; Robards, 2003).  
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A actividade antioxidante/pró-oxidante pode depender de vários factores, tais como o 
potencial de redução de metais e capacidade para os quelatar, pH, solubilidade no meio 
em questão, efeito sobre peroxidases. Assim sendo, entender o comportamento 
antioxidante e pró-oxidante dos compostos naturais e perceber a relação entre a sua 
estrutura e a actividade biológica revela-se de extrema importância (Moure et al., 2001; 
Sakihama et al., 2002; Robards, 2003). 
 
1.3.1.1. Metodologias para determinação da actividade antioxidante 
in vitro 
Contrariamente ao que acontece nos métodos in vivo, nos métodos in vitro a interacção 
fisiológica entre o organismo e o antioxidante não é avaliada (Moure et al., 2001). Para 
o conhecimento da possível utilização de antioxidantes em alimentos, a avaliação in 
vitro, se bem conduzida, fornece uma informação importante sobre o potencial 
antioxidante do composto ou extracto em análise (Moure et al., 2001). 
Diversas técnicas têm sido utilizadas para aferir a actividade antioxidante in vitro, de 
forma a permitir uma selecção rápida de substâncias e/ou misturas potencialmente 
interessantes na prevenção de doenças com origem a partir de espécies oxidantes. 
Dentro destes métodos, destacam-se os colométricos que determinam a capacidade de 
sequestro de radicais livres, tais como DPPH , NO e O2
-
.  
 
1.3.1.1.1. Avaliação da intercepção do radical DPPH  
Um dos métodos espectrofotométricos mais utilizados para avaliação da capacidade de 
captação de radicais livres de extractos é o ensaio contra o radical DPPH . Trata-se de 
um teste rápido e simples, com uma boa reprodutibilidade dos resultados, que não 
envolve condições drásticas de temperatura e oxigenação. Quando a molécula tem um 
electrão desemparelhado possui uma coloração arroxeada; após receber um electrão do 
antioxidante assume uma coloração amarelada (Scalzo, 2008). 
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1.3.1.1.2. Avaliação da intercepção do radical NO 
Para a avaliação da capacidade antioxidante contra o NO pode-se recorrer ao 
nitroprussiato de sódio (SNP), que gera espontaneamente este radical em solução 
aquosa, a pH fisiológico. Na presença de oxigénio, o NO origina nitrito, que pode ser 
determinado através da reacção de Griess: o cromóforo formado pela diazotização do 
nitrito com a sulfanilamida e subsequente ligação à naftiletilenodiamina pode ser 
determinado a 562 nm. Na presença de substâncias sequestradoras de NO, a produção 
de nitrito é reduzida (Miranda et al., 2001). 
 
1.3.1.1.3. Avaliação da intercepção do radical O2
- 
O O2
-
 pode ser gerado pelo sistema NADH/metossulfato de fenazina (NADH/PMS): o 
PMS reduzido pelo NADH reage com o oxigénio, produzindo o radical O2
-
. Este 
radical reage com o azul de nitrotetrazólio (NBT), formando formazano, um composto 
de cor azul. O extracto ou compostos testados competem com o NBT pela reacção com 
os radicais superóxido (Tarpey & Fridovich, 2001). 
 
1.3.2. Inibição da acetilcolinesterase 
A acetilcolinesterase (AChE) é uma proteína tetramérica presente nas junções 
neurosinápticas, que catalisa a hidrólise da acetilcolina em acetato e colina. Alguns 
inibidores da AChE têm elevado interesse na terapêutica da doença de Alzheimer. A sua 
utilização visa contrariar a diminuição dos níveis de acetilcolina, devida à perda de 
neurónios colinérgicos e à consequente diminuição na síntese e libertação deste 
neurotransmissor. Deste modo, a descoberta de novas moléculas capazes de inibir 
selectivamente a AChE tem interesse do ponto de vista farmacológico (Gomes et al., 
2009). 
Diversos ensaios in vitro foram desenvolvidos com a finalidade de avaliar a capacidade 
de compostos isolados ou extractos para inibir a AChE. O método mais usual é baseado 
na reacção de Ellman, que consiste na conversão de um derivado da acetilcolina 
(acetiltiocolina) num composto com um grupo tiol, a tiocolina. A tiocolina reage com o 
reagente de Ellman (ácido 5,5’-ditio-bis-2-nitrobenzóico, DTNB), formando um anião 
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de cor amarela (5-tio-2-nitrobenzoato, TNB), que apresenta um máximo de absorção a 
405 nm. Compostos com capacidade para inibir a AChE levam à diminuição da 
formação de TNB e, logo, à diminuição da absorvância a 405 nm (Trevisan & Macedo, 
2003). 
 
1.4. Estratégias de produção agrícola sustentável  
Nas últimas décadas a população mundial tem vindo a aumentar a um ritmo acelerado. 
Já em 1960 os especialistas previam que a produção de alimentos não iria acompanhar o 
ritmo do crescimento populacional. Como forma de responder às necessidades 
alimentares os produtores agrícolas recorreram ao uso exaustivo de produtos 
fitofarmacêuticos (por exemplo, pesticidas) para proteger as culturas de doenças, pragas 
e infestantes. No entanto, os crescentes problemas relacionados com a utilização de 
produtos químicos sintéticos na agricultura (impacto na saúde humana e ambiental, 
desenvolvimento de resistências, entre outros) têm despertado o interesse no uso de 
microrganismos benéficos no solo, com o intuito de melhorar a fitossanidade, a 
produtividade, garantindo a segurança do consumidor final e a defesa do meio ambiente 
(Graham & Vance, 2000).  
O objectivo central da agricultura é a produção de alimentos com qualidade, seguros e 
acessíveis a toda a população. Actualmente, devido à maior preocupação com as 
consequências ambientais, pratica-se maioritariamente uma agricultura sustentável, 
gerindo com maior eficiência os recursos, conservando o meio ambiente e mantendo-o 
favorável à evolução de todas as espécies. A sustentabilidade consiste em perceber as 
necessidades de hoje sem comprometer as do futuro. Assim, a produção de culturas 
requer o uso racional de azoto e potássio na fertilização dos solos e a sustentabilidade da 
água (Graham & Vance, 2000; Vance, 2001).  
A biotecnologia é uma área bastante presente nos dias de hoje, que engloba a 
modificação genética das plantas, tornando o tecido vegetal resistente a doenças e/ou a 
condições climatéricas adversas e, consequentemente melhora a produtividade. No 
entanto, a manipulação genética apresenta diversos obstáculos, como, por exemplo, a 
recusa de consumo destes alimentos pela população, por receio de insegurança 
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alimentar, ou a regulamentação governamental, entre outros (Pichersky & Gang, 2000; 
Zahran, 2001).  
Sem interferir directamente no metabolismo das plantas, o uso de bactérias fixadoras de 
azoto nas culturas tem-se revelado uma estratégia bastante promissora e alvo de estudos 
intensivos nas mais variadas espécies. Esta é uma estratégia sustentável, uma vez que as 
plantas recorrem ao azoto fixado pelas bactérias, não sendo necessário contaminar os 
solos com fertilizantes químicos (Peoples & Crasweel, 1992). 
 
1.4.1. Associação Rizóbio-planta  
Os microrganismos benéficos são aqueles que têm a capacidade de fixar azoto 
atmosférico, decompor resíduos orgânicos, destoxificar pesticidas, prevenir o 
aparecimento de doenças na planta, dispor de nutrientes e produzir compostos 
bioactivos, como vitaminas, hormonas e enzimas que estimulam o crescimento das 
plantas (Figura 15). Neste contexto, muitos microrganismos do solo, como as 
rizobactérias, provaram ser benéficos e estão agora a ser introduzidos em diversos 
sistemas de cultivo, como parte da gestão integrada contra agentes patogénicos e com o 
intuito de aumentar a produtividade (Avis et al., 2008; Singh et al., 2011). 
Sabe-se que existe uma associação entre rizobactérias e as raízes de plantas não 
leguminosas. Vários mecanismos têm sido propostos com o intuito de explicar esta 
interacção, como, por exemplo, a produção de fito-hormonas, produção de sideróforos 
(compostos orgânicos que têm a capacidade de captar ferro), activação de enzimas, 
aumento da disponibilidade de nutrientes, supressão ou eliminação de agentes 
patogénicos através da produção de antibióticos e de exopolissacarídeos (Figura 15) 
(Avis et al., 2008). 
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Figura 15. Potenciais modos de promoção do crescimento da planta (linhas contínuas – efeito primário; 
linhas descontínuas – efeito secundário) (adaptado de Avis et al., 2008). 
 
A região onde o solo e as raízes das plantas entram em contacto é designada por 
rizosfera, a qual engloba uma elevada diversidade microbiana. Nos solos sem a 
intervenção do ser humano esta comunidade de organismos tende a viver em relativa 
harmonia, na procura de alimento e de espaço. Em sistemas agrícolas onde há uma 
modificação do equilíbrio natural podem ocorrer alterações drásticas na comunidade 
microbiana, que podem levar à perda de microrganismos benéficos e/ou à entrada de 
agentes patogénicos, podendo ter um efeito devastador na produtividade da planta. 
Nestes casos, a integração de microrganismos benéficos em sistemas de produção pode 
modificar o equilíbrio das comunidades microbianas em direcção a uma estrutura 
populacional mais favorável e, consequentemente, melhorar a produtividade e saúde da 
planta (Zahran, 2001; Avis et al., 2008) 
O azoto é essencial para todos os organismos, sendo necessário, por exemplo, para a 
síntese de proteínas ou de ácidos nucleicos. Do ponto de vista termodinâmico a forma 
molecular N2 é a mais estável, o que explica o facto de a atmosfera ser a principal 
reserva de azoto. Apesar da abundância de N2 na atmosfera terrestre, as plantas e 
animais não conseguem utilizar directamente este elemento. De facto, o principal 
problema na fixação de azoto é a presença da tripla ligação N N, que torna este gás 
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extremamente estável à temperatura ambiente. Apenas uma pequena porção de 
organismos procariontes, classificados como diazotróficos, consegue converter ou 
reduzir enzimaticamente o azoto da atmosfera a amónia, a qual pode ser incorporada 
para o crescimento e manutenção das células. (Saikia & Jain, 2007; Hayat et al., 2010). 
As bactérias fixadoras de azoto podem ser divididas em três grupos: diazotróficos de 
vida livre, que fixam o azoto para seu próprio consumo; diazotróficos associativos, que 
contribuem para o crescimento da planta sem a formação de estruturas diferenciadas, 
não estabelecendo simbiose; e diazotróficos simbióticos, que estabelecem uma 
interacção com a planta e em alguns casos, como acontece nas leguminosas, são 
formadas estruturas diferenciadas denominadas de nódulos (Spencer et al., 1994; 
Cocking, 2003). 
O ponto de partida para o processo de inoculação é a selecção do tipo de microrganismo 
a utilizar, tendo em conta, principalmente, o tipo de planta a inocular, já que os 
resultados têm demonstrado que a inoculação nem sempre se traduz num aumento da 
produção, uma vez que as rizobactérias não têm a mesma aptidão e eficiência em todas 
as plantas. O ideal é usar bactérias diazotróficas que já tenham sido isoladas da mesma 
espécie que se deseja inocular, e que estejam adaptadas às condições ambientais da 
região, para que consigam competir com outras bactérias presentes. Aliada a tudo isto 
está a necessidade de seleccionar microrganismos promissores, capazes de fixar o azoto 
e produzir substâncias promotoras do crescimento da planta (Stephens & Rask, 2000). 
Relativamente às técnicas de inoculação, as bactérias podem ser inoculadas através das 
sementes ou a partir do solo. Normalmente, as sementes são submetidas a um pré-
tratamento, com hipoclorito, por exemplo, para eliminar possíveis microrganismos e 
aumentar a permeabilidade da parede, facilitando a entrada dos microrganismos 
benéficos. Antes de serem semeadas são mergulhadas no inóculo. Um método 
alternativo consiste na inoculação directa do solo com bactérias (Deaker et al., 2004).  
 
1.4.1.1. Processo de fixação biológica de azoto 
O nódulo de leguminosa é considerado um órgão primário para a assimilação de azoto. 
O processo de nodulação começa com a pré-infecção da raiz pela bactéria na rizosfera, 
seguido da libertação de uma vasta gama de exsudados das raízes da planta, aos quais o 
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rizóbio responde por quimiotactismo positivo deslocando-se para junto da planta 
hospedeira (Figura 16). Os exsudados das plantas englobam aminoácidos, ácidos 
dicarboxílicos e flavonóides, que activam a expressão de um grupo de genes necessários 
para a nodulação (genes nod). As rizobactérias multiplicam-se na rizosfera, sendo 
estimuladas pelos exsudados radiculares da planta e competem com outros 
microrganismos pelos potenciais locais de infecção da superfície radicular. O 
enrolamento do pêlo radicular é a primeira resposta visível de infecção da planta. A 
adsorção do rizóbio à superfície radicular pode constituir uma das fases críticas do 
reconhecimento planta-bactéria, que envolve proteínas da planta (lectinas) e 
polissacáridos da superfície bacteriana. O processo de infecção inicia-se com a 
degradação da parede celular do hospedeiro através da acção de enzimas produzidas 
pela bactéria. Contudo, existem algumas dúvidas relativamente a este mecanismo, 
pensando-se também que o rizóbio possa activar genes na planta hospedeira que são 
responsáveis por este processo, tal como sucede quando as células epidérmicas crescem 
e formam o pêlo radicular. A penetração do rizóbio através do pêlo radicular leva à 
formação de uma estrutura tubular designada por cordão de infecção, que progride até à 
base, penetrando no córtex da raiz (Oliveira, 1998; Oldroyd & Downie, 2004). Se 
invadirem uma célula tetraplóide da raiz, esta é estimulada e da sua proliferação resulta 
o nódulo. O rizóbio multiplica-se rapidamente dentro das células tetraplóides, 
transformando-se em formas designadas por bacteróides. Estes são rodeados por 
membranas formadas pelas células hospedeiras, perdem a maioria dos seus ribossomas e 
a capacidade de se multiplicarem, mas sintetizam nitrogenase (Oliveira, 1998; Oldroyd 
& Downie, 2004). 
 
 
 
 
 
 
Figura 16. Estágios iniciais da infecção dos pêlos radiculares pelas bactérias de rizóbio e formação do 
nódulo radicular. (1) quimiotactismo positivo do rizóbio; (2) pêlo radicular; (3) rizóbio preso no pêlo 
radicular; (4) cordão de infecção; (5) desenvolvimento do nódulo e (6) raiz com nódulo maduro infectado 
com bactéria (adaptado de Oldroyd & Downie, 2004). 
1 2 3 4 
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Geralmente a inoculação de bactérias fixadoras de azoto em plantas não leguminosas 
não desencadeia a formação de nódulos. Nestas as bactérias diazotróficas colonizam os 
espaços intercelulares e o tecido vascular da maioria dos órgãos das plantas (Avis et al., 
2008), ocupando preferencialmente locais onde a concentração de oxigénio é limitada, 
onde a taxa de difusão de oxigénio é igual à taxa de respiração, não acumulando 
oxigénio suficiente para a inactivação da nitrogenase. Esta descoberta revolucionou e 
ampliou as pesquisas sobre todos os aspectos da fixação biológica de azoto nas 
associações entre bactérias diazotróficas e plantas não leguminosas (Cocking, 2003, 
Avis et al., 2008). 
O xilema é um possível local de fixação de azoto por bactérias diazotróficas em plantas 
não leguminosas, uma vez que tem baixos níveis de oxigénio e é um tecido onde ocorre 
troca de metabolitos que são necessários para a fixação de azoto (Cocking, 2003). A 
maior limitação para a fixação biológica de azoto em sistemas não simbióticos é a 
disponibilidade de fontes de carbono para as bactérias diazotróficas e, 
consequentemente, para a obtenção de energia, uma vez que o processo necessita de 
grandes quantidades de ATP. As bactérias tentam compensar esta limitação com a sua 
localização mais próxima da planta, ou seja ao redor ou dentro das raízes (Cocking, 
2003, Avis et al., 2008).  
 
1.4.1.2. Rhizobium sp. e Mesorhizobium sp. 
O uso de rizóbios isolados de nódulos de leguminosas tem sido alvo de um interesse 
acrescido na última década. As bactérias fixadoras de azoto conhecidas foram isoladas 
de várias fontes, por exemplo, de Leucaena leucocephala (Lam.) de Wit, de onde se 
obtiveram algumas estirpes com capacidade para nodular o feijão (Zahran, 2001). 
Nos estudos taxonómicos iniciais de rizóbios, todas as bactérias capazes de formar 
nódulos em leguminosas eram classificadas no género Rhizobium: Rhizobium 
leguminosarum, Rhizobium meliloti, Rhizobium trifolii, Rhizobium phaseoli, Rhizobium 
lupini e Rhizobium japonicum. Nesta classificação, o tipo de planta hospedeira era o 
factor mais importante na definição das espécies, embora também tenham sido descritas 
as suas características morfológicas e fisiológicas. Com o avanço das pesquisas, o uso 
da especificidade do hospedeiro como principal critério de classificação de rizóbio foi 
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abandonado devido à existência de um grande número de excepções dentro destes 
grupos (Tighe et al., 2000). Assim, com estudos filogenéticos foi possível dividir as 
bactérias em sete géneros: Rhizobium, Agrobacterium, Sinorhizobium, Mesorhizobium, 
Allorhizobium, Azorhizobium e Bradyrhizobium (Tighe et al., 2000). Os géneros 
Rhizobium e Sinorhizobium são os mais significativos devido à eficácia na nodulação 
das raízes de leguminosas e na capacidade para fixar azoto. Embora o género 
Bradyrhizobium também o seja, a sua taxa de proliferação celular in vitro é mais lenta 
que a do Rhizobium (Tighe et al., 2000). Os géneros mais recorrentes são o Rhizobium e 
Mesorhizobium (Willems, 2007). 
As espécies de Rhizobium são comuns no solo e promovem o crescimento das plantas 
por meio da fixação de azoto. Estas bactérias podem igualmente produzir reguladores de 
crescimento vegetal e solubilizar fosfatos orgânicos e inorgânicos, que terão um papel 
importante na promoção do crescimento (Willems, 2007). Adicionalmente, têm sido 
associadas à supressão de doenças causadas por fungos, bactérias, vírus, nemátodos e/ou 
parasitas de plantas (Avis et al., 2008), por inibição directa do desenvolvimento de 
microrganismos patogénicos (por competição ou antibiose) ou por inibição indirecta, 
através da estimulação de mecanismos de defesa da própria planta. As bactérias de 
Rhizobium spp. têm sido exploradas com maior profundidade relativamente a esta 
última, nomeadamente através da produção de compostos bioactivos (compostos 
fenólicos, entre outros) (Avis et al., 2008). 
Em termos de aplicabilidade da inoculação de Rhizobium spp. em plantas não 
leguminosas, Terouchi & Syõno (1990) avaliaram o comportamento de R. 
leguminosarum biovar. trifolii, tendo observado que esta bactéria se liga à superfície dos 
protoplastos na planta do arroz, a células do mesofilo nos espargos e aos pêlos 
radiculares do arroz e da aveia. Na aveia também foi possível observar o enrolamento 
do pêlo radicular. Wiehe & Höﬂich (1995) provaram a capacidade da interacção desta 
espécie com outras plantas não leguminosas. Chabot et al. (1996) conseguiu inocular 
milho e alface com R. leguminosarum biovar. phaseoli. 
O género Mesorhizobium foi proposto a partir de algumas espécies de Rhizobium, dado 
que filogeneticamente estão relacionados, mas apresenta características distintas. 
Morfológica e fisiologicamente, o género Mesorhizobium apresenta um crescimento 
intermédio entre as espécies dos géneros Rhizobium e Bradyrhizobium, o que sugere a 
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existência de diferenças metabólicas importantes relativamente a estes dois. Os 
microrganismos de Mesorhizobium spp. têm revelado capacidade para fixar azoto em 
plantas com importância agronómica, sendo as espécies Mesorhizobium mediterraneum 
e Mesorhizobium ciceri consideradas referências para a cultura do grão-de-bico, pela 
sua capacidade de nodular esta planta (Peix et al., 2001).  
Relativamente às plantas não leguminosas, as rizobactérias têm sido maioritariamente 
aplicadas em culturas de cereais. Peix et al (2001) demonstraram que a aplicação de M. 
mediterraneum, bactérias capazes de solubilizar nutrientes, nomeadamente fosfatos, 
pode melhorar o crescimento da cevada. Mehboob et al. (2011) revelaram que várias 
estirpes de M. ciceri promoveram o crescimento do trigo.  
A obtenção de resultados positivos na produção de biomassa e de novos compostos 
bioactivos nas plantas não leguminosas justifica o desenvolvimento de novas 
investigações em espécies vegetais usualmente presentes na alimentação, como é o caso 
do pimento. Até aos dias de hoje existem poucos estudos sobre o efeito da inoculação de 
bactérias promotoras de crescimento em C. annuum. Amor et al. (2008) avaliaram o 
efeito associativo de Azospirillum brasilense e Pantoea dispersa na composição físico-
química dos frutos de C. annuum, bem como no perfil enzimático da planta. No entanto, 
nenhum estudo foi realizado com a finalidade de compreender o efeito da inoculação no 
metaboloma (compostos fenólicos, fitosteróis, compostos voláteis, ácidos gordos) e a 
consequente influência na actividade biológica das diferentes partes da planta, 
nomeadamente no fruto e na folha. 
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II. Objectivos 
O trabalho desenvolvido nesta dissertação teve como principais objectivos: 
 Caracterização do perfil metabólico das sementes de C. annuum de variedades 
vermelha e verde e de folhas e frutos desta última, relativamente a compostos 
fenólicos, ácidos gordos, ácidos orgânicos, fitosteróis, capsaicinóides e 
compostos voláteis; 
 Avaliação do potencial biológico (actividade antioxidante e capacidade de 
inibição da acetilcolinesterase) dos extractos aquosos dos diversos materiais; 
 Estabelecimento de possíveis correlações entre perfil químico e actividade 
biológica;  
 Caracterização de perfil metabólico do fruto e folha de C. annuum, relativamente 
a compostos fenólicos, ácidos gordos, ácidos orgânicos, fitosteróis, 
capsaicinóides e compostos voláteis; 
 Estudo do efeito da inoculação de bactérias promotoras de crescimento 
(Rhizobium spp. e Mesorhizobium sp.) no perfil metabólico dos frutos e folhas 
de C. annuum, relativamente a compostos fenólicos, capsaicinóides, fitosteróis, 
ácidos orgânicos, ácidos gordos e compostos voláteis; 
 Estudo do efeito da inoculação no potencial biológico (actividade antioxidante e 
capacidade de inibição da acetilcolinesterase) dos extractos aquosos dos frutos e 
folhas de C. annuum. 
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III. MATERIAIS E MÉTODOS 
3.1. Substâncias de referência e reagentes 
Todos os reagentes utilizados neste estudo tinham grau analítico adequado. As 
substâncias de referência foram adquiridas a fornecedores distintos: os ácidos ferúlico, 
acético, ascórbico, succínico, cítrico, oxálico, quínico, málico, aconítico e fumárico, o 
hexanal, (E)-2-hexenal, octanal, canfeno, α-pineno, linalol, cânfora, β-cariofileno, β- 
ciclocitral, (Z)-4-heptenal, (E,Z)-2,6-nonadienal, (E)-2-nonenal, salicilato de metilo, 
eugenol, 6-metil-5-hepten-2-ona, 2-isobutil-3-metoxipirazina, o-guaiacol, benzaldeído, 
benzofenona, β-sitosterol, campesterol, estigmasterol, betulina, lanosterol, capsaicina e 
di-hidrocapsaicina foram adquiridos à Sigma-Aldrich (St.Louis, MO, EUA). O kit de 
metil-ésteres de ácidos gordos, o trifluoreto de boro (BF3) em solução de metanol 10% 
foram obtidos da Supelco (Bellafonte, PA, EUA); o metil-jasmonato (padrão interno), 
(E)-2-octenal, β-ionona, α-ionona, 2-metil-butanal, 3-metil-butanal, 1-octen-3-ol, 
mirtenal, heptanal, (E,E)-3,5-octadien-2-ona e o álcool benzílico foram fornecidos pela 
SAFC (St.Louis, EUA). O mentol e o limoneno foram adquiridos à Fluka (Buchs, 
Suíça). Os ácidos 5-O-cafeoilquínico, cafeico e sinápico, a luteolina-7-O-glucósido, 
quercetina-3-O-rutinósido, miricetina, quercetina-3-O-ramnósido e a apigenina-7-O-
glucósido foram obtidos da Extrasynthése (Genay, França). O DPPH
•
, NADH, PMS, 
NBT, DTNB, sulfanilamida, AChE, iodeto de acetiltiocolina (ATCI), SNP, tolueno, 
metanol e acetonitrilo foram adquiridos à Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, EUA). Da 
Merck (Darmstadt, Alemanha) foram obtidos a N-(1-naftil)-etilenodiamina, etanol, di-
hidrogenofosfato de potássio e ácido sulfúrico. O sulfato de sódio anidro e o isoctano 
foram adquiridos à Panreac Química SA (Barcelona, Espanha) e o hidróxido de potássio 
à Pronalab (Lisboa, Portugal). A água foi desionizada num sistema Milli-Q de 
purificação de água (Millipore, Bedford, MA). 
 
3.2. Amostras 
3.2.1. Sementes de C. annuum 
Foram usadas sementes de duas variedades de pimentão (vermelho comprido de réus-
pairal e verde italiano doce) adquiridas no mercado (Semillas Fitó, Espanha). As 
sementes não foram submetidas a qualquer pré-tratamento antes da extracção. 
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3.2.2. Folhas e frutos de C. annuum 
3.2.2.1. Análise filogenética das bactérias promotoras de crescimento 
As duas estirpes de Rhizobium spp. (TVP08 e PETP01) usadas neste trabalho foram 
isoladas de nódulos de Trifolium pratense L. (trevo vermelho) e a de Mesorhizobium sp. 
(PECA20) foi obtida a partir de nódulos de grão-de-bico (Cicer arietinum L.), 
encontradas em diferentes solos de Espanha. As 3 estirpes bacterianas foram submetidas 
a análise do gene 16S rDNA e distribuídas segundo as suas relações filogenéticas.  
A extracção do gene 16S rDNA foi realizada de acordo com Rivas et al. (2001 e 2007). 
Na amplificação do gene 16S rDNA foram utilizados os seguintes primers: 5’-
AGAGTTTGATCTGGCTCAG-3’, para as estirpes do género Rhizobium, e 5’-
GAGGGTGGCGGTTCT-3’ para a estirpe de Mesorizobium sp.  
A reacção em cadeia da polimerase (PCR) foi realizada com um kit AmpliTaq (Perkin-
Elmer biosystems, California, USA), seguindo as instruções (1,5 mM MgCl2, 200 µM 
de cada desoxinucleotídeo trifosfatado (dNTP) e 2 U de polimerase Taq para 25 µg de 
volume final da reacção). As condições de PCR foram as seguintes: pré-aquecimento a 
95 ºC durante 9 minutos; 35 ciclos de desnaturação a 95 ºC durante 1 minuto; ligação 
(“annealing”) dos primers a 59 ºC durante 1 minuto seguindo de um aumento de 
temperatura para 72 ºC durante 2 minutos e, por último a polimerização do DNA (72 
ºC) durante 7 minutos.  
Os genes obtidos (25 µg) foram submetidos a uma electroforese em 1% de gel de 
agarose em tampão TBE (100 mM Tris, 83 mM de ácido bórico, EDTA 1 mM, pH: 
8,5), corados com brometo de etídio 0,5 µl/ml. Três microlitros de 6 diluições de 
solução (40 % sacarose e 0,25 % de azul de bromofenol) foram adicionados a cada 
amostra. A banda correspondente ao gene 16S rDNA foi purificada directamente do gel 
por centrifugação em tubos de eppendorff com filtros específicos (Millipore Co., 
Illinois, EUA), durante 10 minutos a 5000 g, à temperatura ambiente, de acordo com as 
instruções do fabricante. 
A sequenciação foi realizada segundo o protocolo do kit Big Dye Terminator v.3 
(Applied Biossystems), num sequenciador ABI377 (Applied Biosystems Inc.). As 
sequências obtidas foram comparadas com as do GenBank utilizando o programa Basic 
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Local Alignment Search Tool (BLAST) (Altschul et al., 1990), para análise das estirpes 
de Rhizobium, e do FASTA (Pearson & Lipman, 1988) no caso da estirpe 
Mesorhizobium sp.; de seguida, foram alinhadas utilizando o software Clustal W 
(Thompson et al., 1997). As distâncias foram calculadas de acordo com o método 
Kimura’s two-parameters (Kimura, 1980). A análise de Bootstrap baseou-se em 1000 
replicados. Os programas MEGA 2 (Kumar et al., 2001) e MEGA 4 (Tamura et al., 
2007) foram usados para todas as análises. As árvores foram enraizadas usando B. 
japonicum e Sinorhizobium meliloti como outgroup para os géneros Rhizobium e 
Mesorhizobium, respectivamente.  
 
3.2.2.2. Inoculação de rizóbio 
Sementes da variedade verde italiano doce foram inoculadas com Mesorhizobium sp. 
(PECA20) e Rhizobium spp. (TVP08 e PETP01). As sementes foram esterilizadas 
superficialmente com uma solução de hipoclorito (5 %) durante 15 minutos e de seguida 
lavadas com água destilada estéril. As sementes esterilizadas foram inoculadas com 
suspensões bacterianas contendo 1 × 10
11
 UCF/ml. Após a inoculação, 20 sementes 
controlo (não inoculadas) e 20 sementes inoculadas com cada microrganismo foram 
semeadas em turfa estéril e transplantadas após um mês para vasos contendo 
aproximadamente 1 kg de solo estéril. Na primeira semana todas as plantas foram 
irrigadas com solução nutritiva de Hoagland (Sigma, EUA) e no restante período apenas 
com água. Os vasos foram depois colocados numa câmara de crescimento com 
iluminação mista fluorescente e incandescente (400 microE/m
2
/s
1
; 400 a 700 nm), com 
um fotoperíodo de 16 horas (ciclo noite-dia), temperatura constante de 25 a 27 ºC e 
humidade relativa de 50 a 60 %, durante 60 dias. Dois meses após a germinação 
procedeu-se à recolha do fruto e da parte aérea das plantas (Figura 17), que foram 
depois liofilizados e pulverizados (1600 μm).  
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Figura 17. Amostras de C. annuum inoculadas com bactérias promotoras de crescimento. (A) fruto 
Controlo; (B) fruto inoculado com Rhizobium sp. (PETP01); (C) fruto inoculado com Mesorhizobium sp.; 
(D) efeito da inoculação no crescimento e desenvolvimento da planta (da esquerda para a direita: TVP08, 
Controlo, PECA20 e PETP01). 
 
3.3. Produção de biomassa 
Foram determinados vários parâmetros em 25 plantas de cada amostra: número de 
frutos, número de flores, peso seco da parte aérea, peso seco da raiz e peso fresco dos 
frutos.  
 
3.4. Análise dos compostos fenólicos 
Extractos das sementes: 6 g de sementes foram extraídas com 600 ml de água e 
manteve-se a mistura à ebulição durante 30 minutos. Os extractos resultantes foram 
filtrados por funil de Büchner, congelados e liofilizados. Os extractos secos foram 
mantidos num exsicador ao abrigo da luz até à sua utilização. O rendimento das 
extracções foi de 13,7 e 12,1 % para as variedades verde e vermelha, respectivamente.  
43 
 
Extractos dos frutos e folhas: 3 g de fruto e de folha de cada uma das amostras foram 
extraídos com 600 ml de água à ebulição, durante 15 minutos. Os extractos resultantes 
foram filtrados por funil de Büchner, congelados e liofilizados. Os extractos secos 
foram mantidos num exsicador ao abrigo da luz até à sua utilização. O rendimento das 
extracções foi de 45,0 e 33,9 % para o fruto e folha, respectivamente. 
Análise por HPLC/DAD: 30 mg de extracto aquoso liofilizado de semente e de fruto e 
20 mg de extracto aquoso liofilizado de folha foram redissolvidos em 1 ml de água 
ultra-pura e filtrados por membrana de nylon (0,45 μm). Para a análise dos compostos 
fenólicos foi utilizado o método descrito por Oliveira et al. (2009), com algumas 
modificações. 20 µl de cada um dos extractos redissolvidos foram analisados num 
sistema de HPLC (Gilson), usando uma coluna Spherisorb ODS2 (25,0 x 0,46 cm, 5 µm 
tamanho de partícula) (Waters, Milford, MA). O sistema eluente usado foi uma mistura 
de água: ácido fórmico (19:1) (A) e metanol (B). A eluição iniciou com 5 % de metanol 
(B), atingindo os 15 % aos 3 min, 30 % aos 25 min, 35 % aos 35 min, 45 % aos 39 min, 
45 % aos 42 min, 50 % aos 44 min, 55 % aos 47 min, 70 % aos 50 min, 75 % aos 56 
min e 80 % aos 60 min. O fluxo utilizado foi de 0,9 ml/min. A detecção foi efectuada 
com um detector de díodos (DAD) (Gilson). Os dados espectrais dos picos foram 
recolhidos no intervalo de 200-400 nm. Os cromatogramas foram registados a 280, 320 
e 350 nm e analisados com o software Unipoint (Gilson Medical Electronics, Villiers-
le-Bel, França).  
A identificação dos compostos fenólicos de cada extracto foi realizada por comparação 
do tempo de retenção e do espectro UV-Vis de cada composto com os de substâncias de 
referência. A luteolina-7-O-(2-apiosil-6-malonil)-glucósido foi identificada por 
comparação com dados disponíveis na bibliografia para a mesma espécie (Marín et al., 
2004): analisando as amostras nas mesmas condições obtiveram-se cromatogramas 
similares relativamente a este composto, com a mesma ordem de eluição e espectro de 
UV. A quantificação dos compostos fenólicos foi obtida através da absorvância 
registada nos cromatogramas em relação aos padrões externos. Os ácidos 5-O-
cafeoilquínico, cafeico, sinápico e ferúlico foram determinados a 320 nm. A luteolina-7-
O-glucósido, quercetina-3-O-ramnósido, miricetina, quercetina-3-O-rutinósido, 
luteolina-7-O-(2-apiosil-6-malonil)-glucósido e apigenina-7-O-glucósido foram 
quantificadas a 350 nm.  
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3.5. Análise dos capsaicinóides 
Para o estudo dos capsaicinóides existentes nos diversos materiais adaptou-se o método 
descrito por Estrada et al. (2002).  
Extracção: 1 g de cada amostra (sementes, fruto e folha) foi colocado num vial de 
cápsula de politetrafluoretileno (PTFE), ao qual se adicionaram 10 ml de acetonitrilo. O 
vial foi colocado em banho de água a 80 ºC, durante 4 horas. Após arrefecimento 
procedeu-se à centrifugação a 4000 rpm durante 5 minutos. O sobrenadante foi filtrado 
com recurso a uma membrana de PTFE (0,45 µm). 
Análise por HPLC/DAD: 20 µl de cada um dos extractos foram analisados num sistema 
de HPLC (Gilson), utilizando uma coluna ACE3 C18-AR (150 x 0,46 cm, 3 µm 
tamanho de partícula) (Advanced ChromatographyTechnologies, Aberdeen, Escócia). O 
eluente utilizado foi a mistura acetonitrilo: água (60:40), com um fluxo de 1,0 ml/min, 
durante 35 minutos. A detecção foi efectuada com um detector de díodos (DAD) 
(Gilson). Os dados espectrais dos picos foram recolhidos no intervalo de 200-400 nm. 
Os cromatogramas foram registados a 280 nm e analisados com o software Unipoint 
(Gilson Medical Electronics, Villiers-le-Bel, França).  
A identificação dos compostos foi efectuada por comparação do tempo de retenção e do 
espectro UV-Vis de cada composto com os de substâncias de referência. A 
quantificação foi obtida através da absorvância registada a 280 nm em relação aos 
padrões externos.  
 
3.6. Análise dos fitosteróis 
Para determinar a composição em fitosteróis na forma livre procedeu-se à hidrólise 
ácida e alcalina das amostras, adaptando-se os métodos de Lopes et al. (2011). 
Hidrólise ácida: 0,5 g de semente e de fruto e 0,25 g de folha foram tratados com 20 ml 
de solução etanólica de HCL 0,5 M durante 1 hora, com refluxo, a 80 ºC. 
Posteriormente a mistura foi centrifugada a 4000 rpm durante 3 minutos e decantada 
para uma ampola de decantação, para extrair a fracção insaponificável com n-hexano (3 
x 10 ml). A fase orgânica foi evaporada à secura em evaporador rotativo; o resíduo foi 
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redissolvido com 1 ml de metanol e filtrado através de uma membrana de PTFE (0,45 
μm).  
Hidrólise alcalina: 0,50 g de semente e de fruto e 0,25 g de folha foram saponificados 
com 20 ml de solução etanólica de KOH 1 M durante 1 hora, com refluxo, a 80 ºC. 
Posteriormente a mistura foi centrifugada a 4000 rpm durante 3 minutos e decantada 
para uma ampola de decantação, de forma a extrair a fracção insaponificável com n-
hexano (3 x 10 ml). A fase orgânica obtida foi evaporada até à secura em evaporador 
rotativo; o resíduo foi redissolvido em metanol (1 ml) e filtrado por membrana de PTFE 
(0,45 μm). 
Análise por HPLC/DAD: Os extractos hidrolisados (20 µl) foram injectados num 
sistema de HPLC (Gilson), equipado com uma coluna de fase reversa Hypersil ODS 
(200 x 4,0 mm, 5 μm tamanho de partícula) (Thermo Scientific, Waltham, 
Massachusetts). A fase móvel utilizada foi a mistura metanol: acetonitrilo (30:70), com 
fluxo de 0,8 ml/min. A detecção foi efectuada com um detector de díodos (Gilson). Os 
dados espectrais de todos os picos foram obtidos entre 190 e 400 nm. Os 
cromatogramas foram registados a 205 nm e analisados pelo software Unipoint (Gilson 
Medical Electronics, Villiers le Bel, França). 
Os fitosteróis foram identificados por comparação dos tempos de retenção e dos 
espectros de absorção no UV com os das substâncias de referência. A quantificação foi 
efectuada através da absorvância registada nos cromatogramas correspondentes às 
amostras relativamente aos padrões externos. 
 
3.7. Análise dos ácidos orgânicos 
Para o estudo dos ácidos orgânicos presentes nas diversas matrizes foi adaptado o 
método descrito por Oliveira et al. (2009).  
Extracção: os ácidos orgânicos presentes nas amostras foram extraídos de 0,5 g de 
semente, 0,1 g de fruto e 1,0 g de folha. A extracção foi feita com H2SO4 0,01 N (50 ml) 
e agitação (300 rpm) durante 30 minutos. Os extractos obtidos foram filtrados por funil 
de Büchner, evaporados até à secura em condições de pressão reduzida e a uma 
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temperatura constante de 40 ºC. Os extractos secos foram redissolvidos em H2SO4 
0,01N (1,0 ml) e filtrados por membrana de PTFE (0,45 µm). 
Análise por HPLC/UV: os ácidos orgânicos foram analisados num sistema de HPLC 
(Gilson), usando uma coluna de exclusão iónica Nucleogel
®
 Ion 300 OA (300 x 7.7 
mm) (Macherey–Nagel, Düren, Alemanha), em conjunto com um dispositivo de 
aquecimento de coluna, a 30 ºC. O volume de injecção foi de 20 µl e a eluição (70 min) 
decorreu com um fluxo de 0,2 ml/min, usando H2SO4 0,01 N como fase móvel. Para a 
detecção foi utilizado um detector UV-Vis Gilson, com registo dos cromatogramas a 
214 nm. A identificação e quantificação dos ácidos orgânicos foram conseguidas por 
comparação dos tempos de retenção e absorvância registada nos cromatogramas com os 
de substâncias de referência analisadas nas mesmas condições. 
 
3.8. Análise dos ácidos gordos 
Derivatização: seguiu-se o procedimento descrito por Ribeiro et al. (2009): 0,01 g de 
semente, 0,04 g de fruto e 0,1 g de folha foram hidrolisados com uma solução metanólica 
de KOH (11g/L), a 90 ºC, durante 10 minutos. Os ácidos gordos livres presentes e os 
resultantes da hidrólise alcalina foram derivatizados para a forma de ésteres metílicos por 
tratamento com solução metanólica de BF3 a 10 % (1 ml), a 90 ºC, durante 10 minutos. 
Os ésteres metílicos foram extraídos com isoctano e para garantir a ausência de água 
adicionou-se sulfato de sódio anidro. O extracto resultante foi evaporado sob uma 
corrente de azoto e redissolvido em isoctano (400 µl).  
Análise por GC-MS: A mistura de padrões e os extractos hidrolisados (1 μL) foram 
injectados e analisados num sistema de cromatografia gasosa Varian CP-3800 (EUA), 
equipado com um detector de massa Varian Saturn 4000 (EUA) e software para análise 
de resultados Saturn GC/MS, versão 6.8. A coluna utilizada foi uma VF-5 ms (30 m x 
0,25 mm x 0.25 μm) (Varian, Santa Clara, Califórnia, EUA). O injector foi aquecido a 
uma temperatura de 250 °C. As injecções foram efectuadas em modo split, com uma 
razão de 1/40. Como fase móvel foi usado hélio C-60 (Gasin, Portugal), com um fluxo 
constante de 1 ml/min. A temperatura do forno foi de 40 °C durante 1 minuto, 
aumentada depois 5 °C/min até aos 250 °C e posteriormente 3 °C/min até 300 °C. 
Todos os espectros de massa foram obtidos por impacto electrónico (EI). A ionização 
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permaneceu inactiva durante os primeiros 4 minutos, de forma a evitar a sobrecarga de 
solvente. A temperatura de transfer line, manifold, e trap do detector Ion Trap foi de 
280, 50 e 180 °C, respectivamente. O intervalo de massa variou entre 50 e 600 m/z, com 
uma frequência de 6 scan/segundo. A emissão de corrente foi 50 μA, e o multiplicador 
de electrões foi programado em modo de auto-calibração. O tempo máximo de 
ionização foi de 25,000 μs, com um nível de armazenamento de 35 m/z. A análise foi 
realizada em modo full scan. 
A identificação dos compostos foi conseguida por comparação dos seus tempos de 
retenção e espectros de massa com os da mistura de padrões de ácidos gordos injectada 
nas mesmas condições, e com a base de dados de espectros de massa do National 
Institute of Standards and Tecnology (NIST) MS 05 (correspondência superior a 80 %). 
Para a quantificação dos ésteres metílicos dos ácidos gordos (FAME) foi considerada a 
curva de calibração da mistura de padrões de ácidos gordos.  
 
3.9. Análise dos compostos voláteis 
Fibras de microextracção em fase sólida (SPME): A escolha da fibra para as extracções 
efectuadas neste estudo baseou-se nas recomendações do fornecedor (Supelco, 
Bellefonte, PA, USA) e no conhecimento prévio da sua eficácia (Pinho et al., 2009 e 
2009). Assim, foi utilizada a fibra revestida com divinilbenzeno/polidimetilsiloxano 
(DVB/PDMS), com 65 μm de espessura. 
Headspace-microextracção em fase sólida (HS-SPME): foram testadas diferentes 
condições de extracção (presença/ausência de água, presença/ausência de NaCl e 
diferentes períodos de exposição à fibra). O melhor rendimento foi obtido com as 
seguintes condições: 10 minutos de exposição, 5 ml de água e 2 g de NaCl. Segundo a 
bibliografia consultada, a presença do sal em determinadas quantidades melhora a 
eficiência da extracção de compostos voláteis, como álcoois e ácidos (Ortega et al., 
2001; Dong et al., 2006). 
Assim, pesaram-se 0,1 g de semente e de fruto e 0,15 g de folha. As amostras foram 
colocadas em vials de vidro com cápsula de PTFE, adicionaram-se 5 ml de água 
ultrapura e 2 g de NaCl. Em seguida as amostras foram agitadas (500 rpm) a uma 
temperatura de 45 °C, durante 5 minutos. A fibra foi exposta ao headspace do vial 
48 
 
durante 10 minutos, com agitação constante (250 rpm) e uma temperatura de 45 °C. A 
fibra foi depois recolhida e o dispositivo de SPME foi removido do frasco e inserido no 
injector do cromatógrafo para dessorção térmica dos compostos, durante 1 minuto. A 
fibra foi removida e condicionada no injector do cromatógrafo gasoso durante 10 
minutos, a uma temperatura de 250 °C.  
Análise por GC-MS: a análise foi feita num cromatógrafo gasoso Varian CP-3800 
(EUA) acoplado a um detector de massa Varian Saturn 4000 (EUA) e com um software 
Saturn GC/MS versão 6.8. A coluna usada foi a VF-5 ms (30 m x 0.25 mm x 0.25 μm) 
(Varian, Santa Clara, Califórnia, EUA). O injector foi aquecido a uma temperatura de 
220 ºC e as injecções foram efectuadas em modo splitless. A fase móvel utilizada foi 
hélio C-60 (Gasin, Portugal), com um fluxo constante de 1 ml/min. O gradiente de 
temperatura utilizado foi o seguinte: 40 ºC durante 1 minuto, aumentando 
posteriormente 2 ºC/min até 98 ºC. Todos os espectros de massa foram adquiridos no 
modo de impacto electrónico (EI). A ionização permaneceu inactiva durante o primeiro 
minuto. O detector Ion Trap foi programado do seguinte modo: temperaturas de transfer 
line, manifold e trap de 280, 50, e 180 ºC, respectivamente. 
Uma vez que a análise preliminar das matrizes revelou a presença de compostos de 
baixo peso molecular (inferior a 350 m/z), aumentou-se a sensibilidade do método para 
abranger valores de massa situados entre 40 e 350 m/z, com uma frequência de 6 
scan/segundo. A emissão de corrente foi de 50 µA e o multiplicador de iões foi 
programado em modo de auto-calibração. O tempo máximo de ionização foi de 25,000 
µs, com um nível de armazenamento de 35 m/z. A análise foi realizada em modo full 
scan.  
Os compostos foram identificados por comparação dos tempos de retenção e do 
espectro de massa dos picos cromatográficos com os de padrões injectados nas mesmas 
condições, por comparação com a base de dados NIST MS 05 (correspondência 
superior a 80 %) e por comparação dos índices de retenção (índices de Kovats) com os 
dados da literatura. As áreas dos picos foram obtidas a partir da análise do 
cromatograma (modo full scan) e com auxílio dos iões de quantificação específicos de 
cada composto. Desta forma, alguns picos que co-eluíam em full scan (valor de 
resolução inferior a 1) foram integrados com um valor de resolução superior a 1.  
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3.10. Actividade biológica 
Nos ensaios de actividade biológica foram usados os extractos aquosos preparados para 
a caracterização de compostos fenólicos nas diversas amostras. 
 
3.10.1. Actividade antioxidante 
O potencial antioxidante dos diversos materiais foi testado relativamente aos radicais 
DPPH , anião superóxido e óxido nítrico. 
 
3.10.1.1. Avaliação da intercepção do radical DPPH  
A determinação da actividade anti-radicalar foi realizada segundo o método descrito por 
Oliveira et al. (2009). Numa placa de 96 poços foram avaliadas 5 concentrações 
diferentes de extracto aquoso liofilizado redissolvido em água, tendo-se realizado três 
ensaios em triplicado. As concentrações mais elevadas dos extractos de semente, folha e 
fruto foram 5, 20 e 5 mg/ml, respectivamente. A mistura reaccional em cada poço 
consistiu em 25 µl de extracto redissolvido e 200 µl de solução metanólica de DPPH  
(150 μM). Em cada ensaio foi efectuado um controlo no qual a amostra foi substituída 
por água e realizou-se o ensaio em branco para cada concentração da amostra, 
substituindo-se a solução de DPPH  por metanol. Após adição do DPPH , que inicia a 
reacção, as placas foram incubadas à temperatura ambiente e ao abrigo da luz durante 
30 minutos. As absorvâncias foram lidas a 515 nm num leitor de placas Multiskan 
Ascent (Thermo Electron Corporation). 
Os resultados foram expressos na forma de percentagem de intercepção do DPPH  
relativamente ao controlo.  
 
3.10.1.2. Avaliação da intercepção do radical NO 
A determinação da capacidade de intercepção do NO foi determinada 
espectrofotometricamente, segundo o procedimento descrito por Oliveira et al. (2009). 
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Numa placa de 96 poços foram preparadas séries de diluições com 5 concentrações 
diferentes, efectuando-se três ensaios em triplicado. As concentrações mais elevadas dos 
extractos de sementes, folhas e frutos foram de 5, 20 e 5 mg/ml, respectivamente. 
A mistura reaccional em cada poço consistiu em 100 µl de SNP 20 mM e 100 μl de cada 
extracto aquoso redissolvido em tampão (KH2PO4 100 mM, pH = 7,4). Para cada ensaio 
foi efectuado um controlo, no qual a amostra foi substituída por tampão. As placas 
foram incubadas durante 60 minutos à temperatura ambiente e sob a luz. De seguida 
adicionaram-se 100 µl do reagente de Griess (1 % sulfanilamida e 0,1 % de dicloridrato 
de N-(1-naftil)-etilenodiamina, em 2 % de ácido fosfórico), ou 100 μl de solução de 
H3PO4 2 % (branco). A mistura resultante foi incubada durante 10 minutos, à 
temperatura ambiente, antes da leitura das absorvâncias a 562 nm, num leitor de placas 
Multiskan Ascent (Thermo Electron Corporation). 
Os resultados foram expressos em percentagem de intercepção do radical NO 
relativamente ao controlo. 
 
3.10.1.3. Avaliação da intercepção do radical O2
-
 
 
A determinação da capacidade de intercepção do O2
-
 foi monitorizada 
espectrofotometricamente e de acordo com o método descrito por Oliveira et al. (2009). 
Todos os componentes foram dissolvidos em tampão de fosfato (KH2PO4 19 mM, pH 
7,4). Numa placa de 96 poços foram preparadas séries de diluições com 5 concentrações 
diferentes, tendo-se realizado três ensaios em triplicado. As concentrações mais 
elevadas de extractos de sementes, folhas e frutos foram de 5, 20 e 5 mg/ml, 
respectivamente.  
A mistura reaccional consistiu em 50 µl de extracto aquoso redissolvido, 100 µl de 
solução de NADH (166 µM), 100 µl de solução de NBT (43 µM) e 50 µl de solução de 
PMS (2,7 µM). Para cada ensaio foi realizado um controlo no qual a amostra foi 
substituída por tampão de fosfato. Os ensaios foram efectuados à temperatura ambiente, 
com leitura a 560 nm durante 2 minutos, num leitor de placas Multiskan Ascent 
(Thermo Electron Corporation), a partir do momento em que se adicionou a solução de 
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PMS. Os resultados foram expressos em percentagem de inibição da redução do NBT 
relativamente ao controlo. 
 
3.10.2. Actividade da inibição da AChE 
A determinação da inibição da AChE pelos extractos aquosos liofilizados foi realizada 
em placas de 96 poços, num leitor de placas Multiskan Ascent (Thermo Electron 
Corporation) e baseada no método de Ellman (Oliveira et al., 2009). 
Foram utilizadas as seguintes soluções tampão: tampão A (50 mM Tris-HCl, pH 8,0), 
tampão B (50 mM Tris-HCl, pH 8,0, contendo 0,1 % de albumina de soro bovino) e 
tampão C (50 mM Tris-HCl, pH 8,0, contendo 0,1 M de NaCl e 0,02 M de 
MgCl.6H2O).  
Adicionaram-se em cada poço e em triplicado, 25 µl de iodeto de acetiltiocolina 15 
mM, 125 µl de DTNB 3 mM dissolvido em tampão C, 50 µl de tampão B e 25 µl de 
extracto aquoso redissolvido em 10 % de metanol em tampão A. A variação da 
absorvância foi determinada a 405 nm durante 1 minuto. Posteriormente, adicionou-se 
25 μl da solução de AChE 0,44 U/ml, efectuando-se novamente a determinação segundo 
o mesmo procedimento. A absorvância lida previamente à adição da enzima foi 
subtraída à absorvância após adição da enzima, de modo a descontar a hidrólise 
espontânea do substrato. A percentagem de inibição foi calculada comparando a 
amostra com o controlo. 
 
3.11. Análise estatística 
Todos os dados obtidos apresentam-se sob forma de média ± desvio-padrão de ensaios 
efectuados em triplicado. Os valores médios foram comparados por ANOVA (Graph 
Pad Prism versão 5.0 GraphPad Software, Inc, São Diego, CA). Valores de p <0,05 
foram considerados significativamente diferentes.  
A análise de componentes principais (PCA) foi realizada utilizando o software 
XLSTAT 2009.6. 
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IV. RESULTADOS E DISCUSSÃO 
 
4.1. Sementes de C. annuum 
Neste trabalho foram estudadas 2 variedades de sementes de C. annuum (vermelho 
comprido de réus-pairal e verde italiano doce). As sementes foram caracterizadas 
relativamente a compostos fenólicos, capsaicinóides, fitosteróis, ácidos orgânicos, 
ácidos gordos e compostos voláteis. Foram avaliadas as actividades antioxidante 
(intercepção dos radicais DPPH , O2
-
 e NO) e de inibição da AChE.  
 
4.1.1. Perfil metabólico  
 
4.1.1.1. Fitosteróis 
A determinação dos fitosteróis presentes nos extractos das sementes de C. annuum foi 
efectuada por HPLC/DAD. Foram analisados os extractos obtidos após hidrólise 
alcalina, uma vez que apresentou melhores resultados comparativamente à hidrólise 
ácida.  
As duas variedades apresentaram um perfil similar, tendo-se identificado 4 fitosteróis: 
betulina, campesterol, estigmasterol e β-sitosterol (Figura 18 e 19). 
De acordo com a bibliografia consultada, todos os compostos identificados estão 
descritos em sementes de C. annuum (Whitaker & Lusby, 1989; Piironen et al., 2003; 
Matthäus & Özcan, 2009), excepto a betulina que foi reportada pela primeira vez neste 
trabalho. Itoh et al. (1977) reportaram a presença de lanosterol nas sementes de C. 
annuum. No entanto, nas matrizes analisadas neste estudo não se encontrou este 
fitosterol. 
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Figura 18. Perfil cromatográfico dos fitosteróis presentes no extracto resultante da hidrólise alcalina da 
semente de pimento verde obtido por HPLC/DAD. Detecção a 205 nm. Compostos: (1) betulina; (2) 
estigmasterol; (3) campesterol; (4) β-sitosterol. 
 
 
Figura 19. Perfil cromatográfico dos fitosteróis presentes no extracto resultante da hidrólise alcalina da 
semente de pimento vermelho obtido por HPLC/DAD. Detecção a 205 nm. Compostos: (1) betulina; (2) 
estigmasterol; (3) campesterol; (4) β-sitosterol. 
 
Para avaliar a recuperação dos fitosteróis, alíquotas de uma solução padrão de betulina 
foram tratadas e quantificadas da mesma forma que a amostra, tendo-se obtido uma 
recuperação de 94 % (± 0,04). 
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Através da análise quantitativa observou-se que os conteúdos totais de fitosteróis nas 
sementes de pimento vermelho e verde foram de 232,9 e 292,7 mg/kg, respectivamente. 
A variedade verde apresentou teores significativamente mais elevados (p <0,05) de 
todos os fitosteróis identificados (Tabela 2).  
 
Tabela 2. Fitosteróis nas sementes de C. annuum (mg/kg)
1
. 
 
 
 
 
 
 
 
 
1Valores expressos em média ± desvio-padrão de três ensaios. Na mesma linha, letras diferentes correspondem a 
diferenças significativas (p <0,05). 
 
A betulina foi o composto maioritário nas duas variedades, representando 59 e 55 % dos 
compostos determinados nas sementes de pimento vermelho e verde, respectivamente. 
Em contrapartida, o estigmasterol foi o composto minoritário, correspondendo 
aproximadamente a 3 % do teor total em ambas sementes. 
Actualmente a betulina é utilizada na indústria de polímeros e como composto 
intermediário na síntese de outros compostos biologicamente activos. A betulina é 
facilmente convertida em ácido betulínico, um ácido que possui múltiplas actividades 
biológicas, destacando-se a anti-malárica, anti-inflamatória e antimicrobiana 
(Kritchevsy & Chen, 2005; Sami et al., 2006). O ácido betulínico e os seus derivados 
têm demonstrado actividade promissora contra o vírus da imunodeficiência humana e 
citotoxicidade contra diversas linhas celulares tumorais (Kritchevsy & Chen, 2005).  
O β-sitosterol, estigmasterol e campesterol estão descritos como predominantes nos 
óleos extraídos de vários vegetais, incluindo o do pimento. O crescente interesse 
nutricional destes três fitosteróis deve-se à sua capacidade para diminuírem o colesterol 
LDL no plasma, uma vez que estes fitosteróis têm uma estrutura química semelhante à 
da molécula do colesterol, impedindo a sua absorção (Piironen et al., 2003).  
 
Fitosteróis Pimento vermelho  Pimento verde 
 
Betulina 138,1 ± 3,3 
a 
161,9 ± 5,6
 b
 
Campesterol 42,4 ± 4,5
 a
 54,1 ± 2,0
 b
 
Estigmasterol 6,3 ± 0,7
 a
 9,3 ± 0,1
 b
 
β-Sitosterol 46,1 ± 1,5
 a
 67,4 ± 2,0
 b
 
Total 232,9 292,7 
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4.1.1.2. Ácidos orgânicos 
A análise por HPLC/UV das sementes das duas variedades revelou um perfil composto 
por 5 ácidos orgânicos: oxálico, cítrico, ascórbico, málico e fumárico (Figura 20 e 21). 
A variedade vermelha apresentou ainda ácido aconítico (isómeros cis e trans). 
Dos compostos identificados, apenas os ácidos oxálico, aconítico e ascórbico foram 
identificados pela primeira vez nas sementes de C. annuum (Kamilova et al. 2006). No 
entanto, os ácidos oxálico e ascórbico foram descritos previamente nos frutos de C. 
annuum (López-Hernández et al., 1996).  
 
 
Figura 20. Perfil cromatográfico dos ácidos orgânicos da semente de pimento vermelho obtido por 
HPLC/UV. Detecção a 214 nm. Compostos: (1) ácido oxálico; (2a) ácido cis-aconítico; (2b) ácido trans-
aconítico, (3) ácido cítrico; (4) ácido ascórbico; (5) ácido málico; (6) ácido fumárico. (FM) fase móvel. 
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Figura 21. Perfil cromatográfico dos ácidos orgânicos da semente de pimento verde obtido por 
HPLC/UV. Detecção a 214 nm. Compostos: (1) ácido oxálico; (3) ácido cítrico; (4) ácido ascórbico; (5) 
ácido málico; (6) ácido fumárico. (FM) fase móvel. 
 
Para avaliar a recuperação dos ácidos orgânicos, alíquotas de uma solução padrão de 
ácido fumárico foram tratadas e quantificadas da mesma forma que a amostra, tendo-se 
obtido uma recuperação de 81 % (± 0,39). 
A quantificação dos ácidos orgânicos identificados revelou um conteúdo total 
semelhante nas duas sementes: 8218,2 e 8527,4 mg/kg para as sementes de pimento 
vermelho e verde, respectivamente (Tabela 3). 
Tabela 3. Ácidos orgânicos nas sementes de C. annuum (mg/kg)
1
. 
Ácido orgânico Pimento vermelho 
 
Pimento verde 
 
Oxálico 3517,9 ± 1,6 
a 
4475,0 ± 174,8
 b
 
Málico 2969,6 ± 34,5
 a
 1232,4 ± 8,9
 b
 
Fumárico 252,2 ± 0,4
 a
 1428,0 ±11,3
 b
 
Cítrico 1408,3 ± 3,0
 a
 1161,6± 18,9
 b
 
Aconítico 3,6 ± 0,1
 a
 nd
 b
 
Ascórbico 66,6 ± 3,3
 a
 230,4 ± 1,1
 b
 
Total 8218,2 8527,4 
1 Valores expressos em média ± desvio-padrão de três ensaios; nd, não detectado. Na mesma linha, letras diferentes 
correspondem a diferenças significativas (p < 0,05). 
O ácido oxálico foi o composto maioritário nas sementes de pimento vermelho e verde 
ao representar 43 e 53 % do teor total em ácidos orgânicos, respectivamente. Os 
compostos minoritários foram o ácido aconítico na semente de pimento vermelho 
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(correspondendo a 0,8 %) e o ascórbico na semente de pimento verde (2,7 % do 
conteúdo total de ácidos orgânicos).  
O aproveitamento das sementes de C. annuum como fonte natural de ácidos orgânicos 
poderá ser interessante, uma vez que esta matriz apresentou na sua composição níveis 
altos de alguns compostos com potencial de aplicabilidade em diversas indústrias, 
comparativamente, por exemplo, às sementes do tomate (Lycospersicon esculentum) 
(Mounet et al., 2007; Taveira et al.2010). 
O ácido oxálico é um ácido dicarboxílico que exerce diversas funções importantes nas 
plantas. Este ácido pode estar presente na forma livre ou sob a forma de oxalato de 
cálcio insolúvel, cristalizado no interior das células vegetais. Níveis elevados de ácido 
oxálico poderão constituir um factor de protecção das plantas contra herbívoros, 
insectos e outros microrganismos patogénicos, porque influenciam o gosto, a textura, a 
acidez e a disponibilidade e o metabolismo do cálcio. Este ácido pode ainda actuar na 
planta como regulador do pH e da osmolaridade (Libert & Franceschi, 1987). 
No entanto, o ácido oxálico tem sido considerado como um antinutriente devido à sua 
capacidade para quelatar catiões multivalentes, interferindo com a absorção e o 
metabolismo do cálcio, ferro, magnésio e cobre, tendo efeitos prejudiciais quando é 
consumido em quantidades consideráveis por longos períodos (Libert & Franceschi, 
1987). Além disso, quando ingerido em grandes quantidades tem efeitos tóxicos agudos, 
pois é irritante para o estômago e intestino, causando distúrbios gastrointestinais, como 
vómitos, cólicas e diarreia. O ácido absorvido reage com o cálcio sérico, provocando 
hipocalcémia e, consequentemente, efeitos nocivos graves nos sistemas nervoso, 
cardiovascular, hepático e renal, levando mesmo à insuficiência renal devido à 
deposição de cristais de oxalato de cálcio nos nefrónios. A dose letal (DL50) estimada 
para o ácido oxálico é de 375 mg/kg de peso corporal (Libert & Franceschi, 1987). 
Contudo, nas concentrações habitualmente encontradas nas plantas comestíveis parece 
ter efeitos antioxidantes e poderá ser benéfico devido à sua capacidade para quelatar 
metais como alumínio, ferro ou cobre (Seabra et al., 2006; Kayashima e Katayama, 
2002). 
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Os ácidos orgânicos presentes na semente são essenciais para que ela possa germinar, 
protegendo-a contra ataques microbianos devido à sua acção antimicrobiana (Taveira et 
al., 2010).  
 
4.1.1.3. Ácidos gordos 
As sementes das duas variedades de pimento analisadas apresentaram um perfil 
semelhante, tendo sido identificados 11 ácidos gordos: ácidos tetradecanóico (C14:0), 
pentadecanóico (C15:0), palmítico (C16:0), palmitoleico (C16:1), heptadecanóico 
(C17:0), esteárico (C18:0), oleico (C18:1c), elaídico (C18:1t), linoleico (C18:2), 
araquídico (C20:0) e docosanóico (C22:0) (Figura 22). 
Da pesquisa bibliográfica efectuada verificou-se que dos 11 ácidos gordos identificados, 
apenas os ácidos pentadecanóico e elaídico são mencionados pela primeira vez neste 
estudo, estando os restantes já descritos nas sementes de C. annuum (Marion & 
Dempsey, 1964; Pérez-Gálvez et al., 1999; Orhan et al., 2002).  
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Figura 22. Perfis cromatográficos das sementes de C. annuum obtidos por GC-ITMS. (A) pimento verde 
e (B) pimento vermelho. Compostos: (1) ácido tetradecanóico, (2) ácido pentadecanóico, (3) ácido 
palmitoleico, (4) ácido palmítico, (5) ácido heptadecanóico, (6) ácido linoleico, (7) ácido oleico, (8) ácido 
elaídico; (9) ácido esteárico, (10) ácido araquídico, (11) ácido docosanóico. 
 
As curvas de calibração utilizadas para a quantificação de cada ácido gordo foram 
obtidas a partir das soluções padrão com recurso a 5 concentrações diferentes (Tabela 
4). As regressões lineares e os coeficientes de variação encontrados estão indicados na 
Tabela 4. Os valores dos limites de detecção (LD) e limites de quantificação (LQ) para 
cada um dos compostos constam também na Tabela 4. 
Para avaliar a recuperação dos ácidos gordos por este método, alíquotas de uma solução 
padrão de ácido oleico foram tratadas e quantificadas da mesma forma que as amostras, 
tendo-se obtido uma recuperação de 72 % (± 2,2).  
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A repetibilidade do método analítico foi avaliada através de 5 determinações efectuadas 
no mesmo dia com sementes da variedade verde italiano doce. A repetibilidade é boa, 
uma vez que os coeficientes de variação são inferiores a 11 % (Tabela 4).  
A precisão intermédia do método foi determinada através de análises das sementes da 
variedade verde italiano doce realizadas em 5 dias diferentes. Os coeficientes de 
variação encontrados são inferiores a 12 % (Tabela 4), verificando-se que o método 
utilizado é preciso para a matriz em estudo. 
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Tabela 4. Dados de validação do método usado na determinação dos ácidos gordos das sementes de C. annuum e seu conteúdo. 
 
 
 
 
 
 
 
A 
C14:0, ácido tetradecanóico; C15:0, ácido pentadecanóico; C16:1, ácido palmitoleico; C16:0, ácido palmítico; C17:0, ácido heptadecanóico; C18:2, ácido linoleico; C18:1c, 
ácido oleico; C18:0, ácido esteárico; C18:1t, ácido elaídico; C20:0, ácido araquídico; C22:0, ácido docosanóico; SFA, ácidos gordos saturados; MUFA, ácidos gordos 
monoinsaturados; PUFA, ácidos gordos polinsaturados. 
B
 Limite de detecção. 
C
 Limite de quantificação. 
D
 CV, coeficiente de variação. 
E
 Valores expressos em média ± 
desvio-padrão de três ensaios. Na mesma linha, letras diferentes correspondem a diferenças significativas (p< 0,05). 
 
 
Ácidos 
gordos
A 
Equação de 
regressão 
R
2
 
LD
B
 
(mg/L) 
LQ
C
 
(mg/L) 
Repetibilidade 
(CV %)
D
 
Precisão 
intermédia 
(CV %)
D
 
Pimento vermelho
 
(mg/kg)
E
 
Pimento verde  
(mg/kg)
E
 
1 C14:0 y=34968x-407,1 0,9998 0,023 0,075 5,15 7,10 684,8±41,5
 a
 236,1±3,5 
b 
2 C15:0 y=41478x-407,1 0,9947 0,019 0,063 7,01 10,46 718,6±41,4
 a
 157,4±10,6
 b
 
3 C16:1 y=69568x-5994,2 0,9952 0,014 0,045 1,64 4,81 878,0±48,2
 a
 763,4±28,8
 b
 
4 C16:0 y=69568x-5994,2 0,9980 0,011 0,038 5,58 6,23 13691,3±762,8
 a
 15041,0±497,9
 a
 
5 C17:0 y=28597x-751,3 0,9964 0,028 0,092 1,90 4,90 886,1±10,3
 a
 645,3±51,5
 b
 
6 C18:2 y=315587x+5906,3 0,9974 0,003 0,008 2,20 7,82 22646,0±1355,2
 a
 22463,2±1439,4
 a
 
7 C18:1c y=161434x-5193,8 0,9994 0,005 0,016 2,25 5,70 3930,7±76,9
 a
 6844,1±403,2
 b
 
8 C18:0 y=41782x-1094,5 0,9933 0,019 0,063 5,24 6,68 10789,2±427,0
 a
 11693,5±450,7
 b
 
9 C18:1t y=56860x-1589,6 0,9864 0,014 0,046 3,75 8,09 1573,0±32,4
 a
 1592,7±56,2
 a
 
10 C20:0 y=43010x-641,3 0,9967 0,018 0,061 4,81 10,61 2105,1±177,7
 a
 689,1±38,4
 b
 
11 C22:0 y=47023x-2643,2 0,9965 0,017 0,056 9,38 11,67 1202,1±106,8
 a
 323,1±13,0
 b
 
 Total       59104,9 59803,7 
 SFA       30077,2 28140,3 
 MUFA       6381,7 9200,2 
 PUFA       22646,0 22463,2 
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Em termos quantitativos, as duas variedades apresentaram conteúdos totais similares: 
59104,9 e 59803,7 mg/kg para as sementes de pimento vermelho e verde, 
respectivamente. Estas matrizes são essencialmente constituídas por SFAs (51 e 48 % 
dos ácidos gordos das sementes de pimento vermelho e verde, respectivamente) e 
PUFAs (38 e 37 % nas variedades vermelha e verde, respectivamente).  
Nas sementes analisadas os compostos maioritários são, por ordem decrescente, os 
ácidos linoleico e palmítico. Os resultados obtidos estão de acordo com a bibliografia 
consultada, que descreve estes ácidos como sendo os mais representativos nesta matriz 
(Marion & Dempsey, 1964; Pérez-Gálvez et al., 1999). 
Como referido anteriormente, os ácidos gordos saturados são maioritários nas sementes. 
De uma forma geral, estes ácidos têm consequências prejudicais para a saúde; por 
exemplo, os ácidos tetradecanóico e palmítico estão descritos como responsáveis pelo 
aumento do colesterol LDL (Vaughan & Geissler, 1997; Williams, 2000).  
O único PUFA identificado neste trabalho foi o ácido linoleico. Este composto, 
essencial na dieta alimentar, é um importante componente das membranas celulares e 
intervém na síntese de diversas substâncias do nosso organismo, tais como as 
envolvidas na manutenção da pressão arterial e na resposta inflamatória. Ultimamente 
tem incrementado o interesse sobre o seu efeito na prevenção da diabetes e de 
determinados tipos de cancro (Ruiz-Rodriguez et al., 2010). O ácido linoleico é 
amplamente usado a nível industrial, por exemplo, na indústria farmacêutica é usado 
como redutor dos níveis de colesterol LDL (Dubois et al., 2007; Ruiz-Rodriguez et al., 
2010) e na indústria alimentar como conservante devido à sua actividade antimicrobiana 
(Kabara et al., 1972; Zheng et al., 2005).  
 
4.1.1.4. Compostos voláteis 
A análise da fracção volátil das sementes de pimento vermelho e verde por HS-
SPME/GC-MS permitiu a identificação de 19 compostos. Os compostos identificados 
foram distribuídos por diversas classes químicas: 6 aldeídos, 1 álcool, 2 cetonas, 3 
ésteres, 4 monoterpenos, 1 sesquiterpeno e 2 outros compostos (Figura 23 e Tabela 5). 
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Na pesquisa bibliográfica efectuada não foram encontrados estudos sobre a composição 
volátil das sementes do género Capsicum. No entanto, da literatura consultada sobre o 
fruto de C. annuum, verificou-se que dos compostos identificados, 6 foram descritos 
pela primeira vez nesta espécie: 1-octen-3-ol, benzoato de metilo, mirtenal, caproato de 
etilo, miristicina e carotol (Wu & Liou, 1986; Ruth et al., 1995; Kim et al., 2007; 
Forero et al., 2008; Ziino et al., 2009; Pino et al., 2010; Kollmannsberger et al., 2011). 
 
Figura 23. Perfis cromatográficos das sementes de C. annuum obtidos por HS-SPME/GC-MS. (A) 
pimento vermelho, (B) pimento verde. Compostos: (1) hexanal; (2) heptanal; (3) (E)-β-ocimeno; (4) 1-
octen-3-ol; (5) benzaldeído; (6) 6-metil-5-hepten-2-ona; (7) octanal; (8) (Z)-β-ocimeno; (9) (E)-2-octenal; 
(10) benzoato de metilo; (11) 2-isobutil-3-metoxipirazina; (12) mentol; (13) octanoato de etilo; (14) 
mirtenal; (15) caproato de etilo; (16) pentadecanal; (17) miristicina; (18) carotol e (19) benzofenona. 
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De uma forma geral, a semente de pimento verde apresentou teores mais elevados de 
compostos voláteis, exceptuando cetonas e monoterpenos (Tabela 4).  
Tabela 5. Compostos voláteis nas sementes de C. annuum. 
 
As duas variedades estudadas apresentaram um perfil muito idêntico, diferenciando-se a 
nível de (E)-2-octenal, 1-octen-3-ol e 2-isobutil-3-metoxipirazina, que estão ausentes na 
semente de pimento vermelho, e do (E)-β-ocimeno que não foi encontrado na variedade 
verde. O benzoato de metilo foi o principal composto, representando 67 e 61 % da área 
Compostos RI
1 
ID
2 
QI
3 
A/1000 (S.D.)
 4
 
Pimento vermelho Pimento verde 
Aldeídos 
1 Hexanal 808 S, MS (75/77) 56/67/83/99 187,3(0,7)
 a
 1650,0(32,5)
 b
 
2 Heptanal 909 S, MS (65/81) 55/70/81 19,6(0,8)
 a
 38,3(2,3)
 b
 
5 Benzaldeído 975 S, MS (86/88) 77/105 102,4(4,8)
 a
 401,2(12,9)
 b
 
7 Octanal 1010 S, MS (73/86) 67/81/95 5,6(0,4)
 a
 10,8(0,9)
 b
 
9 (E)-2-Octenal 1068 S, MS (79/81) 55/70/83 nd
 a
 47,7(1,8) 
b
 
16 Pentadecanal 1418 MS (82/89) 41/55/67 60,8(3,1)
 a
 30,7(0,1)
 b
 
Σ    375,7 2178,7 
Álcoois 
4 1-Octen-3-ol 972 S, MS (83/86) 57/99 nd 
a
 418,5(16,2) 
b 
 
Σ    0 418,5 
Cetonas 
6 
6-Metil-5-hepten-2-
ona 
991 
S, MS (73/85) 93/108 8,0(0,0)
 a
 94,5(0,7)
 b
 
19 Benzofenona 1546 S, MS (89/93) 77/105/182 150,2(8,0)
 a
 57,7(0,9)
 b
 
Σ    158,2 152,2 
Ésteres 
10 Benzoato de metilo 1102 MS (85/87) 77/105/186 2148,0(32,5)
 a
 6039,5(77,1)
 b
 
13 Octanoato de etilo 1200 MS (80/86) 88/101/127 70,2(0,3)
 a
 136,4(6,0)
 b
 
15 Caproato de etilo 1299 MS (83/89) 73 18,0(1,5)
 a
 80,2(7,2) 
b
 
Σ    2236,2 6256,1 
Monoterpenos 
3 (E)-β-Ocimeno 942 MS (80/86)  67/93 27,1(0,3) a nd b 
8 (Z)-β-Ocimeno 1054 MS (86/88) 93 145,8(1,1) a 236,7(9,4) b 
12 Mentol 1187 S, MS (81/86) 81/95/123 0,4(0,05)
 a
 132,9(12,4)
 b
 
14 Mirtenal 1203 MS (82/83) 53/79/107 247,9(20,0)
 a
 24,1(2,2)
 b
 
Σ    421,2 393,7 
Sesquiterpenos 
18 Carotol 1516 MS (91/95) 69/105/161 5,2(0,4)
 a
 523,1(26,0)
 b
 
Σ    5,2 523,1 
Outros compostos 
11 
2-Isobutil-3-
metoxipirazina 
1183 S, MS (74/85) 94/124/151 nd 
a 
 16,6(1,5)
 b
 
17 Miristicina 1434 MS (81/89) 65/91/192 25,3(1,4)
 a
 26,9(2,4)
 a
 
Σ    25,3 42,8 
Σ    3221,8 9965,1 
1 RI, índice de retenção. 2 ID, identificação; S, identificado por comparação com composto de referência; MS, tentativamente 
identificado pela NIST05. 3 QI, iões de quantificação. 4 A, área expressa em unidades arbitrárias; S.D, desvio-padrão do triplicado; nd, 
não detectado. Na mesma linha, letras diferentes correspondem a diferenças significativas (p< 0,05). 
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cromatográfica total dos compostos voláteis identificados nas sementes de pimento 
vermelho e verde, respectivamente.  
Os aldeídos foram a classe que apresentou a maior diversidade de compostos (6), 
destacando-se o hexanal e o benzaldeído pela sua abundância. O hexanal tem sido 
utilizado nas indústrias cosmética, para produção de fragrâncias, e alimentar, devido às 
suas propriedades antimicrobianas (Griffin et al., 1999; Schade et al. 2003). O 
benzaldeído é um importante intermediário na indústria de perfumes, corantes, 
alimentar (como aromatizante), farmacêutica e agroquímica (Dudareva et al., 2004). 
Adicionalmente, está reportado como agente quimiopreventivo, tendo também 
actividade antimicrobiana (Choudhary et al., 2003). 
A benzofenona e a 6-metil-5-hepten-2-ona foram as cetonas identificadas mas matrizes 
analisadas. A benzofenona ocorre naturalmente nas plantas e tem sido utilizada na 
medicina e na cosmética devido à sua capacidade para absorver a luz ultravioleta. É 
usada na produção de perfumes, insecticidas, produtos químicos, agrícolas e 
farmacêuticos, como aditivo para plásticos e revestimentos (Nakagawa & Tayama, 
2001). Além disso, tem sido referenciada pelas suas propriedades antimicrobianas 
(Fitzgerald et al., 2005). A 6-metil-5-hepten-2-ona é conhecida por ser um subproduto 
oxidativo ou derivado da degradação dos carotenóides, possuindo um odor activo (Goff 
& Klee, 2006). Os carotenóides são compostos com presença assídua nos frutos de C. 
annuum e são conhecidos como marcadores do grau de maturação dos frutos, por 
exemplo através da coloração (O'Sullivan et al., 2010). 
Como referido anteriormente, a classe dos ésteres foi a que apresentou maior área 
cromatográfica total, destacando-se o benzoato de metilo. Este composto tem uma acção 
importante nas interacções entre a planta e o meio envolvente, desempenhando um 
papel fulcral na polinização através da atracção de insectos (Beekwilder et al., 2004). 
Além disso, este composto é usado a nível industrial na produção de corantes, perfumes, 
produtos agroquímicos e farmacêuticos (Zhao et al., 2010). 
Nas plantas, os terpenos estão envolvidos na atracção de polinizadores e predadores de 
herbívoros, ajudam na protecção contra o stress fotooxidativo, intervêm na aquisição de 
termotolerância e na defesa directa contra os microrganismos patogénicos. Estes 
compostos são extraídos das plantas com a finalidade de serem usados em diversas 
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aplicações industriais, tais como, produção de fragrâncias, agentes farmacêuticos e 
insecticidas (Tholl, 2006). Dentro desta classe de compostos identificaram-se 
monoterpenos, representados pelo (E)-β-ocimeno, (Z)-β-ocimeno, mentol e mirtenal, e 
sesquiterpenos, nomeadamente o carotol. O (Z)-β-ocimeno e o mirtenal foram os 
monoterpenos mais abundantes nas sementes de pimento verde e vermelho, 
respectivamente. De acordo com Bouvier et al. (2005) o β-ocimeno apresenta um papel 
importante na defesa da planta contra herbívoros e agentes patogénicos e intervém na 
tolerância a temperaturas elevadas, uma vez que é encontrando em maiores quantidades 
nas plantas nas estações de maior calor. Está ainda descrito como antioxidante (Deba et 
al. 2008). O mirtenal é um composto importante no sistema de comunicação química 
das plantas, desempenha um papel relevante no aroma e sabor e apresenta actividade 
antimicrobiana (Griffin et al., 1999; Tholl, 2006). 
Os sesquiterpenos têm um papel fulcral nos mecanismos de defesa das plantas, 
conferindo resistência a microrganismos e insectos (Gang, 2005). O carotol está descrito 
como tendo actividades antifúngica e antioxidante (Abad et al., 2007; El-Ghorab et al., 
2010). 
Os outros compostos identificados foram a miristicina em ambas variedades e a 2-
isobutil-3-metoxipirazina apenas na semente de pimento verde. A miristicina apresenta 
diversas actividades biológicas, tais como acção insecticida e fungicida (Laouer et al., 
2009). As metoxipirazinas são substâncias voláteis responsáveis pelo aroma 
característico do pimento, principalmente das variedades verdes (Pino et al., 2006). 
 
4.1.1.5. Compostos fenólicos 
Os compostos fenólicos foram analisados por HPLC/DAD. No entanto, não foi possível 
identificar qualquer composto nos extractos aquosos analisados. 
Sim & Sil (2008) determinaram o teor de fenóis totais em sementes de pimento 
vermelho através do método de Folin-Ciocalteu, sem proceder à caracterização 
individual de compostos. No entanto, deve-se salientar que este método apresenta 
algumas limitações, uma vez que outros compostos presentes na matriz, tais como 
açúcares, ácido ascórbico, ácido oleico, entre outros, reagem também neste método, 
introduzindo erro nos resultados (Prior et al., 2005). 
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4.1.1.6. Capsaicinóides 
Para o estudo de capsaicinóides nas sementes de C. annuum procedeu-se à análise das 
amostras por HPLC/DAD, mas nenhum composto foi detectado. 
Cisneros-Pineda e colaboradores (2007) descreveram a presença de capsaicina e di-
hidrocapsaicina nas sementes de C. annuum, em quantidades vestigiais. Os 
capsaicinóides estão presentes em maiores quantidades nas variedades caracterizadas 
por uma forte pungência (Perucka & Oleszek, 2000; Kozukue et al., 2005; Meghvansi et 
al., 2010). As variedades analisadas neste trabalho apresentam uma fraca pungência e, 
provavelmente, teores reduzidos de capsaicinóides que não permitiram a sua 
identificação. 
Os resultados obtidos sugerem que tenha ocorrido uma baixa síntese de capsaicinóides 
na placenta, não ocorrendo processos de fuga e/ou difusão dos alcalóides para a semente 
(Cisneros-Pineda et al., 2007). Por outro lado, poderá ter ocorrido degradação dos 
capsaicinóides presentes no fruto por oxidação enzimática: Diaz et al. (2004) 
verificaram que durante a fase de maturação dos frutos ocorre uma diminuição do 
conteúdo de capsaicinóides possivelmente provocada pela oxidação destes compostos. 
 
4.1.2. Actividade biológica  
 
4.1.2.1 Actividade antioxidante 
O crescente interesse na substituição de antioxidantes sintéticos por naturais tem 
estimulado a pesquisa destes compostos em fontes naturais. Diversos trabalhos têm-se 
focado no estudo do perfil de compostos bioactivos de vegetais do género Capsicum, 
com o intuito de determinar os que apresentam actividade antioxidante (Marino et al., 
2006). As propriedades antioxidantes dos extractos aquosos das sementes de C. annuum 
foram avaliadas in vitro contra os radicais DPPH , O2
-
 e NO (Figura 24). 
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Figura 24. Efeito dos extractos aquosos de sementes de C. annuum na intercepção dos radicais (A) 
DPPH , (B) O2
-
 e (C) NO. Os resultados são expressos em média ± desvio-padrão de três ensaios, 
realizados em triplicado. 
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Com a finalidade de comparar os resultados obtidos nos três ensaios para as duas 
amostras foram calculados os valores de IC25.  
No ensaio contra o DPPH  (Figura 24A) ambos os extractos demonstraram um potencial 
antioxidante dependente da concentração. O extracto das sementes de pimento verde 
apresentou maior capacidade de intercepção do radical DPPH  (IC25 = 0,413 mg/ml) do 
que o das sementes de pimento vermelho (IC25> 18,2 mg/ml). Relativamente à 
intercepção do radical O2
-
 verificou-se que o potencial antioxidante foi dependente da 
concentração até 0,05 mg/ml, verificando-se um efeito pró-oxidante para valores 
superiores. O comportamento observado com os extractos de sementes de pimento 
verde e vermelho foi semelhante, atingindo-se 45 e 47 % de intercepção do radical para 
aquela concentração, respectivamente (Figura 24B).  
Substâncias pró-oxidantes são compostos exógenos ou endógenos capazes de oxidar 
moléculas-alvo. O efeito pró-oxidante observado sugere a presença de compostos 
antioxidantes em altas concentrações, que os tornam susceptíveis à oxidação (Moure et 
al., 2001; Halliwell, 2008). Contudo, o efeito pró-oxidante pode ser benéfico, uma vez 
que os factores pró-oxidantes também desempenham funções vitais no organismo, 
nomeadamente na defesa contra agentes externos (Halliwel, 2008). 
A Figura 24C mostra a capacidade dos extractos aquosos das sementes de C. annuum 
para interceptarem o radical NO. Da análise dos resultados obtiveram-se valores de 
IC25 de 0,002 e 0,108 mg/ml para os extractos das sementes de pimento verde e 
vermelho, respectivamente, que indicam claramente que o primeiro é mais eficiente na 
intercepção deste radical.  
Numa apreciação geral, verificou-se que o extracto aquoso das sementes de pimento 
verde apresentou melhor actividade antioxidante. O sequestro dos radicais O2
-
 e NO 
pode ser de grande importância devido à possibilidade destes originarem outras espécies 
reactivas, como o peroxinitrito, que pode ser extremamente deletério para as células 
(Mikkelsen et al., 2003).  
O potencial antioxidante exibido pode ser explicado pela necessidade de proteger os 
lípidos armazenados nas sementes da oxidação e para assegurar a sua viabilidade 
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durante o processo de germinação em que o oxigénio está presente em altas 
concentrações (Sousa et al., 2007). 
Os resultados obtidos neste trabalho estão de acordo com os obtidos por Sim & Sil 
(2008), que verificaram a maior eficiência dos extractos aquosos das sementes na 
intercepção do radical O2
-
. 
 
4.1.2.2 Inibição da AChE 
O ensaio in vitro de screening mais utilizado para avaliar a capacidade de inibição da 
AChE é baseado na reacção de Ellman. Neste trabalho avaliou-se a capacidade de 
inibição desta enzima pelos extractos aquosos das sementes das duas variedades de C. 
annuum. No entanto, para a gama de concentrações testada não se observou qualquer 
inibição da actividade da AChE. 
A ausência de efeito sobre a AChE pode dever-se a vários factores, tais como, à 
reduzida quantidade de compostos presente na amostra testada com capacidade para 
inibir esta enzima, à falta de afinidade dos compostos presentes nas matrizes para inibir 
a AChE e à diferença estrutural dos compostos relativamente ao seu substrato – 
acetilcolina (Oliveira et al., 2009).  
 
4.2. Efeito da inoculação de bactérias promotoras de crescimento no fruto e 
folha de C. annuum 
Na primeira fase deste trabalho constatou-se que a semente de pimento verde foi a que 
apresentou o perfil mais interessante de compostos bioactivos. Assim, esta semente foi 
submetida a um processo de inoculação com 3 bactérias promotoras de crescimento – 1 
estirpe de Mesorhizobium sp e 2 estirpes de Rhizobium spp. Dois meses após a 
germinação das sementes inoculadas e não inoculadas procedeu-se à recolha dos frutos 
e folhas, com o intuito de avaliar a influência da inoculação a nível da sua composição 
química e das actividades biológicas. 
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4.2.1. Análise filogenética das bactérias promotoras de crescimento 
A comparação de sequências de rDNA é uma poderosa ferramenta para analisar as 
relações evolutivas entre organismos, uma vez que o rDNA apresenta uma longitude 
similar em todos os procariotas (excepto algumas situações pontuais), contendo regiões 
altamente conservadas e regiões que variam entre as espécies e géneros diferentes 
(Silva, 2004). Consequentemente, a análise do gene ribossómico 16S, sequenciado em 
todas as espécies bacterianas conhecidas até ao momento, é um método padrão 
estabelecido para estudos filogenéticos e taxonómicos (Silva, 2004). 
Para estabelecer em que grupo filogenético se enquadram as estirpes bacterianas 
estudadas neste trabalho sequenciou-se o gene 16S do seu rDNA.  
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Figura 25. Relações filogenéticas baseadas no gene 16S rDNA das estirpes de Rhizobium spp. (PETP01 e 
TVP08) com diferentes espécies do género Rhizobium. A árvore filogenética foi obtida utilizando o 
método “Neighbour-Joining” e o parâmetro Kimura 2. O cálculo baseou-se em 1000 repetições 
(bootstraps) (Ramírez-Bahena et al., 2009). 
 
Os resultados da análise filogenética mostraram que as estirpes PETP01 e TVP08 
(Figura 25) formam um subgrupo independente do resto das espécies do género 
Rhizobium junto à espécie R. leguminosarum. Este género enquadra-se dentro da família 
Rhizobiaceae e contém numerosas espécies presentes no solo e muito usadas na 
nodulação de plantas leguminosas, como é o caso de R. leguminosarum. 
Rhizobium multihospitium CCBAU 83401T (EF035074)
Rhizobium tropici CIAT 899T (U89832)
Rhizobium miluonense CCBAU 41251T (EF061096)
Rhizobium rhizogenes IFO 13257T (D14501)
Rhizobium lusitanum P1-7T (AY738130)
Rhizobium leguminosarum bv viciae USDA 2370T (U29386)
Rhizobium sp. PETP01
Rhizobium sp. TPV08
Rhizobium leguminosarum bv trifolii ATCC 14480 (AY509900)
Rhizobium pisi DSM 30132T (AY509899)
Rhizobium phaseoli ATCC 14482T (EF141340)
Rhizobium etli CFN 42T (U28916)
Rhizobium hainanense I66T (U71078)
Rhizobium sullae IS 123T (Y10170)
Rhizobium indigoferae CCBAU 71042T (AF364068)
Rhizobium mongolense USDA 1844T (U89817)
Rhizobium gallicum R602spT (U86343)
Rhizobium yanglingense SH 22623T (AF003375)
Rhizobium galegae ATCC 43677T (D11343)
Rhizobium huautlense SO2T (AF025852)
Rhizobium cellulosilyticum ALA10B2T (DQ855276)
Rhizobium loessense CCBAU 7190BT (AF364069)
Rhizobium giardinii H152T (U86344)
Rhizobium selenireducens B1 (EF440185)
Rhizobium daejeonense L61T (AY341343)
Rhizobium vitis NCPPB 3554T (D14502)
Rhizobium undicola LMG 11875T (Y17047)
Rhizobium rubi IFO 13261T (D14503)
Rhizobium larrymooreii AF3.10T (Z30542)
Rhizobium radiobacter NCPPB2437T (D14500)
Bradyrhizobium japonicum  ATCC 10324T (U69638)
91
99
96
95
99
93
84
99
99
79
78
97
89
99
96
90
99
99
55
99
99 99
39
0.01
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Na Figura 26 apresenta-se a relação filogenética da estirpe PECA20 dentro do género 
Mesorhizobium, que forma um grupo separado das restantes espécies juntamente com 
Mesorhizobium robiniae.  
 
Figura 26. Relações filogenéticas baseadas no gene 16S rDNA da estirpe de Mesorhizobium sp. 
(PECA20) com diferentes espécies do género Mesorhizobium. A árvore filogenética foi obtida utilizando 
o método “Neighbour-Joining” e o parâmetro Kimura 2. O cálculo baseou-se em 1000 repetições 
(bootstraps) (Rivas et al., 2007). 
 
4.2.2 Efeito na produção de biomassa 
A produção de biomassa pelas sementes inoculadas e não inoculadas foi avaliada e os 
resultados obtidos são apresentados na Tabela 6.  
 
 
Mesorhizobium metallidurans STM2683T (AM930381)
Mesorhizobium tianshanense A1BST (NR024880)
Mesorhizobium gobiense CCBAU83330T (EF035064)
Mesorhizobium tarimense CCBAU83306T (EF035058)
Mesorhizobium caraganae CCBAU11299T (EF149003)
PECA20
Mesorhizobium robiniae CCNWYC115T
Mesorhizobium mediterraneum UPMCa36T (L38825)
Mesorhizobium temperatumSDW018T (AF508208)
Mesorhizobium opportunistum WSM2075T (AY601515)
Mesorhizobium huakuii IFO15243T (D13431)
Mesorhizobium plurifarium LMG11892T (Y141458)
Mesorhizobium amorphae ACCT19665T (AF041442)
Mesorhizobium septentrionale SDW014T (AF508207)
Mesorhizobium albiziae CCBAU61158T (DQ100066)
Mesorhizobium chacoense PR5T (AJ278249)
Mesorhizobium ciceri UPMCa7 (DQ444456)
Mesorhizobium loti LMG6125T (X67229)
Mesorhizobium australicum WSM2073T (AY601516)
Mesorhizobium shangrilense CCBAU65327T (EU074203)
Mesorhizobium alhagi CCNWXJ122T
Mesorhizobium camelthorni CCNWXJ404T
Sinorhirozibiummeliloti
99
91
81
99
97
92
49
93
92
69
31
96
90
90
92
85
66
84
0.005
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Tabela 6. Influência da inoculação nos diversos tecidos vegetais de C. annuum.
*
 
Amostra 
Número 
de frutos
 
Número de 
flores 
Peso seco da 
parte aérea (g) 
Peso seco da 
raiz (g) 
Peso fresco 
dos frutos 
(g) 
Controlo 4 (0,8)
a 
21(2,8)
a
 19,2 (1,9)
a
 3,9 (0,4)
a
 22,6 (4,7)
a
 
TVP08 8 (1,2)
b
 28 (1,8)
b
 26,6 (2,8)
b
 8,6 (3,4)
b 
34,7 (4,6)
b 
PETP01 6 (0,7)
a 
24 (3,2)
a 
20,7 (1,1)
a 
6,1 (1,7)
b 
28,0 (3,5)
b 
PECA20 5 (0,9)
a 
24 (2,3)
a 
21,4 (2,1)
a 
5,9 (3,6)
b 
37,2 (3,5)
b 
*Resultados médios. Na mesma coluna, letras diferentes correspondem a diferenças significativas relativamente 
ao controlo (p< 0,05). 
Dos resultados obtidos constatou-se que a inoculação provocou importantes alterações 
na biomassa das plantas. De uma forma geral, observou-se que as amostras inoculadas 
com bactérias promotoras de crescimento apresentaram um incremento em todos os 
parâmetros analisados, comparativamente à amostra controlo. Estes resultados são 
indicativos da existência de um claro benefício da inoculação a nível da produção de 
biomassa, especialmente nos frutos, incrementando o rendimento produtivo de uma 
forma significativa.  
A amostra inoculada com a estirpe TVP08 (Rhizobium sp.) destacou-se por apresentar o 
melhor rendimento a nível do número de frutos e flores e no peso seco da parte aérea da 
planta, tendo, consequentemente, melhores apetências produtivas. Por outro lado, todas 
as amostras inoculadas apresentaram aumentos significativos no peso seco da raiz e dos 
frutos. 
 
4.2.3. Efeito na composição química  
 
4.2.3.1. Compostos fenólicos  
Os compostos fenólicos presentes nas folhas e frutos de C. annuum foram 
caracterizados por HPLC/DAD. Para avaliar a recuperação destes metabolitos, alíquotas 
de uma solução padrão de luteolina-7-O-glucósido foram tratadas e quantificadas da 
mesma forma que as amostras, tendo-se obtido uma recuperação de 92 (±1,3) e 98 % 
(±0,3) para o fruto e folha, respectivamente. 
 
Nos extractos aquosos dos frutos identificaram-se 8 compostos fenólicos: ácidos 5-O-
cafeoilquínico, cafeico e sinápico, luteolina-7-O-glucósido, quercetina-3-O-rutinósido, 
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miricetina-3-O-ramnósido, quercetina-3-O-ramnósido e luteolina-7-O-(2-apiosil-6-
malonil)-glucósido (Figura 27-30).  
Todos estes compostos estavam já descritos no fruto de C. annuum (Howard et al., 
2000; Miean & Mohamed, 2001; Materska et al., 2003; Materska & Perucka, 2005; Sun 
et al., 2007), com a excepção do ácido 5-O-cafeoilquínico e da miricetina-3-O-
ramnósido.  
 
 
 
 
 
 
Figura 27. Perfil cromatográfico dos compostos fenólicos do fruto de C. annuum controlo obtido por 
HPLC/DAD. Detecção a 350 nm. Compostos: (1) ácido 5-O-cafeoilquínico, (2) ácido cafeico, (3) ácido 
sinápico, (4) luteolina-7-O-glucósido, (5) quercetina-3-O-rutinósido, (6) miricetina-3-O-ramnósido, (7) 
quercetina-3-O-ramnósido, (8) luteolina-7-O-(2-apiosil-6-malonil) glucósido. 
 
 
 
 
 
 
Figura 28. Perfil cromatográfico dos compostos fenólicos do fruto de C. annuum inoculado com 
PECA20 obtido por HPLC/DAD. Detecção a 350 nm. Compostos: (1) ácido 5-O-cafeoilquínico, (2) ácido 
cafeico, (3) ácido sinápico, (4) luteolina-7-O-glucósido, (5) quercetina-3-O-rutinósido, (6) miricetina-3-
O-ramnósido, (7) quercetina-3-O-ramnósido, (8) luteolina-7-O-(2-apiosil-6-malonil) glucósido. 
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Figura 29. Perfil cromatográfico dos compostos fenólicos do fruto de C. annuum inoculado com PETP01 
obtido por HPLC/DAD. Detecção a 350 nm. Compostos: (1) ácido 5-O-cafeoilquínico, (2) ácido cafeico, 
(3) ácido sinápico, (4) luteolina-7-O-glucósido, (5) quercetina-3-O-rutinósido, (6) miricetina-3-O-
ramnósido, (7) quercetina-3-O-ramnósido, (8) luteolina-7-O-(2-apiosil-6-malonil) glucósido. 
 
 
 
 
 
 
Figura 30. Perfil cromatográfico dos compostos fenólicos do fruto de C. annuum inoculado com TVP08 
obtido por HPLC/DAD. Detecção a 350 nm. Compostos: (1) ácido 5-O-cafeoilquínico, (2) ácido cafeico, 
(3) ácido sinápico, (4) luteolina-7-O-glucósido, (6) miricetina-3-O-ramnósido, (7) quercetina-3-O-
ramnósido, (8) luteolina-7-O-(2-apiosil-6-malonil) glucósido. 
 
Do ponto de vista quantitativo, o fruto controlo destacou-se pelo maior conteúdo 
fenólico, com 2605,9 mg/kg (Tabela 7). Todas as amostras apresentaram a quercetina-3-
O-ramnósido como composto maioritário, correspondendo a 28, 65, 63 e 39 % do 
conteúdo total nos frutos controlo e resultantes da inoculação com PECA20, PETP01 e 
TVP08, respectivamente.  
Os derivados da quercetina e da luteolina têm nos frutos um efeito protector contra a 
fotooxidação causada pela radiação UV (Materska & Perucka, 2005; Stefanelli et al., 
2010). Além disso, estes flavonóides apresentam uma diversidade de actividades 
biológicas, tais como antimicrobiana, antioxidante, antitumoral, antidiarreica, 
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antimutagénica, imunomodeladora, anti-inflamória, protecção do miocárdio e 
hepatoprotectora (Kamalakkannan & Prince, 2006 Pereira et al., 2007; López-Lázaro, 
2009). A miricetina tem revelado capacidade anticancerígena (Lu et al., 2006) e 
antioxidante (Miean & Mohamed, 2001; Moure et al., 2001).  
 
Tabela 7. Compostos fenólicos nos frutos de C. annuum (mg/kg)
1
. 
Compostos fenólicos Controlo
 
PECA20 PETP01 TVP08 
Ácido cafeico 53,7 ± 1,4
a 
29,9 ± 1,3
b 44,2 ± 2,8
b 
14,0 ± 0,1
 b 
Luteolina-7-O-glucósido 13,5 ± 1,1
 a
 1,6 ± 0,0
b
 1,3 ± 0,0
b
 2,5 ± 0,2
b 
Ácido 5-O-cafeoilquínico  6,0 ± 0,1
 a
 0,8 ± 0,0
b
 0,5 ± 0,0
b
 0,8 ± 0,0
 b
 
Quercetina-3-O-ramnósido 721,1 ± 7,8
 a
 545,3 ± 27,7
b
 591,5 ± 11,5
b
 41,4 ± 2,0
 b
 
Miricetina-3-O-ramnósido 672,2 ± 6,7
 a
 196,5 ± 9,2
b
 228,2 ±6,5
b
 25,6 ± 2,3
b
 
Quercetina-3-O-rutinósido 55,4 ± 0.8
 a
 3,6 ± 0,3
b
 3,6 ± 0,3
b
 nd
 b
 
Luteolina-7-O-(2-apiosil-6- 
malonil)-glucósido 
468,4 ± 11,8
 a
 45,1 ± 0,0
b
 56,6 ± 0,4
b
 10,8 ± 0,2
 b
 
Ácido sinápico 132,2 ± 0,0
 a
 15,9 ± 0,2
b
 16,9 ± 0,9
b
 10,6 ± 0,7
 b
 
Total 2605,9 838,7 942,8 105,7 
1Valores expressos em média ± desvio-padrão de três ensaios; nd, não detectado. Na mesma linha, letras diferentes 
correspondem a diferenças significativas relativamente ao controlo (p <0,05). 
 
A quantificação dos compostos fenólicos revelou diferenças significativas entre as 
amostras inoculadas e o controlo, constatando-se que a inoculação conduziu a reduções 
significativas a nível do conteúdo dos compostos fenólicos identificados. 
Um dos parâmetros importantes para compreensão do efeito da inoculação no perfil 
fenólico dos frutos foram as alterações morfológicas observadas (Tabela 6). Os 
aumentos de peso nos frutos inoculados sugerem que estes estejam num estado de 
maturação mais avançado comparativamente com o fruto controlo. Esta possível 
variação do grau de maturação pode justificar a baixa quantidade de compostos 
fenólicos nos frutos inoculados, uma vez que Howard et al. (2000), Marín et al. (2004) 
e Conforti et al. (2007) constataram que o teor em flavonóides diminui ao longo da 
maturação. A perda de flavonóides durante a maturação deve-se à sua intervenção no 
metabolismo secundário ou à sua degradação por acção enzimática (Howard et al., 
2000). Por outro lado, a diminuição dos teores em ácidos fenólicos observada nos frutos 
inoculados pode ser justificada pelo seu envolvimento na estrutura das paredes celulares 
durante o processo de maturação (Materska & Perucka, 2005). 
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Adicionalmente, a síntese dos compostos fenólicos é regulada por diversos factores 
bióticos ou abióticos e depende da forma como eles influenciam o crescimento e a 
fotossíntese. A produção destes compostos pela planta é directamente influenciada pelo 
equilíbrio carbono/azoto (Bryant et al., 1987). Bhattacharjee et al. (2008) e Mia & 
Shamsuddin (2010) verificaram que bactérias do género Rhizobium e Mesorhizobium 
têm a capacidade de disponibilizar azoto a plantas não leguminosas, conduzindo a um 
aumento do crescimento da planta, como observado nas plantas inoculadas (Tabela 6), e 
consequentemente, a uma diminuição da produção de compostos à base de carbono, tais 
como os fenólicos.  
 
Da análise por HPLC/DAD dos extractos aquosos das folhas de C. annuum 
identificaram-se 6 compostos fenólicos: ácidos 5-O-cafeoilquínico, cafeico e ferúlico, 
luteolina-7-O-glucósido, quercetina-3-O-rutinósido e apigenina-7-O-glucósido (Figuras 
31- 34). 
De acordo com a bibliografia disponível (Reigosa et al., 1999) os flavonóides luteolina-
7-O-glucósido, quercetina-3-O-rutinósido e a apigenina-7-O-glucósido são descritos 
pela primeira vez nas folhas de C. annuum. 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 31. Perfil cromatográfico dos compostos fenólicos da folha de C. annuum (controlo) obtido por 
HPLC/DAD. Detecção a 320 nm. Compostos: (1) ácido 5-O-cafeoilquínico, (2) ácido cafeico, (4) 
luteolina-7-O-glucósido, (5) quercetina-3-O-rutinósido, (9) ácido ferúlico, (10) apigenina-7-O-glucósido. 
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Figura 32. Perfil cromatográfico dos compostos fenólicos da folha de C. annuum inoculado com 
PECA20 obtido por HPLC/DAD. Detecção a 320 nm. Compostos: (2) ácido cafeico, (4) luteolina-7-O-
glucósido, (5) quercetina-3-O-rutinósido, (9) ácido ferúlico, (10) apigenina-7-O-glucósido. 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 33. Perfil cromatográfico dos compostos fenólicos da folha de C. annuum inoculado com PETP01 
obtido por HPLC/DAD. Detecção a 320 nm. Compostos: (1) ácido 5-O-cafeoilquínico, (2) ácido cafeico, 
(4) luteolina-7-O-glucósido, (5) quercetina-3-O-rutinósido, (9) ácido ferúlico, (10) apigenina-7-O-
glucósido. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 34. Perfil cromatográfico dos compostos fenólicos da folha de C. annuum inoculado com TVP08 
obtido por HPLC/DAD. Detecção a 320 nm. Compostos: (1) ácido 5-O-cafeoilquínico, (2) ácido cafeico, 
(4) luteolina-7-O-glucósido, (5) quercetina-3-O-rutinósido, (9) ácido ferúlico, (10) apigenina-7-O-
glucósido. 
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Do ponto de vista quantitativo, as folhas apresentaram um teor total de compostos 
fenólicos semelhante, oscilando entre 2014 e 2149 mg/kg (Tabela 8).  
O composto maioritário em todas as folhas foi a apigenina-7-O-glucósido, 
correspondendo a 49, 58, 52 e 54 % do teor total nas amostras controlo, PECA20, 
PETP01 e TVP08, respectivamente. As folhas exibiram quantidades significativas de 
ácidos fenólicos, tendo-se destacado o ácido 5-O-cafeoilquínico nas amostras controlo e 
inoculada com Mesorhizobium sp. (PECA20), e o cafeico nas amostras inoculadas com 
Rhizobium sp. (PETP01 e TVP08). 
A presença de elevadas quantidades de derivados de luteolina e apigenina poderá estar 
relacionada com o papel fundamental que estes flavonóides têm na protecção das 
células (membranas, clorofila e organelos frágeis) relativamente aos danos causados 
pelas radiações UV (Materska & Perucka, 2005; Stefanelli et al., 2010). O ácido 5-O-
cafeoilquínico exibe potencial antioxidante, aumenta a resistência do colesterol LDL 
para a peroxidação lipídica e diminui os danos no DNA (Gonthier et al., 2003). O ácido 
cafeico apresenta diversos efeitos benéficos a nível da saúde humana, desde inibir a 
oxidação do colesterol LDL, efeito protector contra doenças cardiovasculares e 
apresenta potencial antioxidante, sendo capaz de inibir a formação de compostos 
azotados mutagénicos e carcinogénicos (Olthof et al., 2001). 
 
Tabela 8. Compostos fenólicos nas folhas de C. annuum (mg/kg)
1
. 
Compostos fenólicos Controlo  PECA20  PETP01  TVP08  
Ácido cafeico 49,2 ± 1,3 
a 
86,7 ± 3,1
 b
 80,5 ± 7,4
 b
 64,9 ± 1,2
 b
 
Luteolina-7-O-glucósido 897,3 ± 5,4
 a
 684,8 ± 21,1
 b
 810,3 ± 25,2
 b
 779,1 ± 6,4
 b
 
Ácido 5-O-cafeoilquínico 68,0 ± 0,2
 a
 100,4 ± 0,9
 b
 42,4 ± 0,1
 b
 46,1 ± 0,1
b
 
Ácido ferúlico 37,2 ± 2,0
 a
 18,6 ± 2,3
 b
 73,6 ± 5,9
 b
 31,4 ± 2,9
 a
 
Quercetina-3-O-rutinósido 6,2 ± 0,8
 a
 6,2 ± 0,2
 a
 6,3 ± 0,5
 a
 6,4 ± 0,6
 a
 
Apigenina-7-O-glucósido 1027,5 ± 18,4
 a
 1252,6 ± 18,1
 b
 1090,4 ± 58,7
 a
 1086,2 ± 2,0
 a
 
Total 2085,4 2149,3 2103,5 2014,1 
1Valores expressos em média ± desvio-padrão de três ensaios. Na mesma linha, letras diferentes correspondem a 
diferenças significativas relativamente ao controlo (p <0,05). 
 
A análise quantitativa demonstrou que a inoculação não teve efeitos significativos no 
conteúdo total de compostos fenólicos. No entanto, a inoculação levou a um incremento 
dos teores em ácido cafeico em todas as folhas, do ácido 5-O-cafeoilquínico e da 
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apigenina-7-O-glucósido na folha inoculada com PECA20 e do ácido ferúlico na 
amostra PETP01.  
 
4.2.3.2. Capsaicinóides 
A determinação dos capsaicinóides nos frutos e folhas foi obtida por HPLC/DAD. Para 
avaliar a recuperação dos capsaicinóides, alíquotas de uma solução padrão de capsaicina 
foram tratadas e quantificadas da mesma forma que as amostras, tendo-se obtido uma 
recuperação de 80 (± 7,3) e 77 (± 3,0) % para o fruto e folha, respectivamente. 
Na análise dos cromatogramas obtidos para os frutos, foram identificados dois 
capsaicinóides: a capsaicina e a di-hidrocapsaicina (Figura 35-38).  
Os alcalóides presentes no género Capsicum têm sido exaustivamente estudados, 
indicando uma predominância de capsaicina e di-hidrocapsaicina nos frutos (Perucka & 
Oleszek, 2000; Kozukue et al., 2005; Meghvansi et al., 2010). 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 35. Perfil cromatográfico dos capsaicinóides do fruto de C. annuum (controlo) obtidos por 
HPLC/DAD. Detecção a 280 nm. Compostos: (1) capsaicina e (2) di-hidrocapsaicina. 
 
 
 
 
 
Figura 36. Perfil cromatográfico dos capsaicinóides do fruto de C. annuum inoculado com PECA20 
obtidos por HPLC/DAD. Detecção a 280 nm. Compostos: (1) capsaicina e (2) di-hidrocapsaicina. 
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Figura 37. Perfil cromatográfico dos capsaicinóides do fruto de C. annuum inoculado com PETP01 
obtidos por HPLC/DAD. Detecção a 280 nm. Compostos: (1) capsaicina e (2) di-hidrocapsaicina. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 38. Perfil cromatográfico dos capsaicinóides do fruto de C. annuum inoculado com TVP08 
obtidos por HPLC/DAD. Detecção a 280 nm. Compostos: (1) capsaicina e (2) di-hidrocapsaicina. 
 
Do ponto de vista quantitativo, a amostra inoculada com PECA20 foi a que apresentou 
maior conteúdo total de capsaicinóides (Tabela 9).  
O composto maioritário em todas as amostras foi a capsaicina com valores que 
oscilaram entre 85 e 90 % do teor total de capsaicinóides. As diferenças obtidas entre os 
conteúdos de capsaicina e di-hidrocapsaicina nas amostras analisadas estão de acordo 
com a literatura, que descreve a capsaicina como sendo o alcalóide específico 
predominante no fruto de C. annuum (Kozukue et al., 2005; Chinn et al., 2010).  
O elevado conteúdo de capsaicinóides no fruto deve-se ao facto de a síntese ocorrer na 
placenta do fruto, acumulando-se ao longo do crescimento e desenvolvimento da planta 
(Kozukue et al., 2005; Chinn et al., 2010).  
A síntese de capsaicinóides por C. annuum tem como objectivo a protecção contra 
agentes patogénicos, devido à acção pungente destes metabolitos (Kozukue et al., 
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2005). Em termos de aplicação industrial, a capsaicina é utilizada como aditivo 
alimentar, tendo também interesse como antigenotóxico, antimutagénico e 
anticarcinogénico (Taraphdar et al., 2001; Rosa et al., 2002; Surh, 2002; Meghvansi et 
al., 2010). Além destas actividades, Singh et al. (2009) reportaram a sua actividade 
antioxidante e a capacidade de induzir a apoptose de células cancerígenas pela acção na 
fragmentação do DNA. No entanto, alguns investigadores suspeitam que a capsaicina 
seja uma substância cancerígena, co-carcinogénica ou promotora de tumores 
(Meghvansi et al., 2010). A actividade antimicrobiana da capsaicina e da di-
hidrocapsaicina tem sido demonstrada contra várias bactérias, tais como Bacillus 
cereus, B. subtilis, Clostridium sporogenes, C. tetani e Streptococcus pyogenes 
(Cichewicz & Thorpe, 1996). Também a di-hidrocapsaicina tem sido descrita como 
antioxidante (Meghvansi et al., 2010). 
Tabela 9. Capsaicinóides nos frutos de C. annuum (mg/kg)
1
. 
Capsaicinóides Controlo 
 
PECA20  PETP01  TVP08  
Capsaicina 234,0 ± 17,0
a 
493,4 ± 22,1
 b
 277,3±4,8
 b
 269,4 ± 9,0
 b
 
Di-hidrocapsaicina 41,2 ± 3,3
 a
 56,9 ± 2,7
 b
 31,9 ± 3,5
 b
 33,2 ± 1,0
 b
 
Total 275,2 550,3 309,2 302,6 
1Valores expressos em média ± desvio-padrão de três ensaios. Na mesma linha, letras diferentes correspondem a 
diferenças significativas relativamente ao controlo (p <0,05). 
 
Avaliando o efeito da inoculação, verificou-se um aumento significativo da 
concentração de capsaicina em todos os frutos inoculados e da di-hidrocapsaicina 
apenas no fruto inoculado com PECA20. 
A disponibilidade de azoto pode ter um efeito directo sobre a acumulação de 
capsaicinóides nos frutos de C. annuum, já que a síntese destes compostos envolve três 
moléculas nitrogenadas: fenilalanina, que produz o núcleo fenólico; valina ou leucina, 
que formam a cadeia lateral dos ácidos gordos; e um aminoácido ainda não identificado 
para a formação de vanililamida (Monforte-González et al., 2009). Diversos estudos 
têm reportado a capacidade das bactérias dos géneros Rhizobium e Mesorhizobium para 
disponibilizar azoto a plantas não leguminosas (Bhattacharjee et al., 2008; Mia & 
Shamsuddin, 2010). Assim, o aumento de capsaicina e di-hidrocapsaicina no fruto 
inoculado com PECA20 poderá ser indicativo de que o Mesorhizobium sp. é mais 
eficiente na disponibilização de azoto à planta. 
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Relativamente à análise cromatográfica por HPLC/DAD das folhas de C. annuum, 
apenas se identificou a capsaicina (Figura 39-42), estando já descrita a sua presença 
neste material (Ishikawa et al., 1998; Estrada et al., 2002). 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 39. Perfil cromatográfico dos capsaicinóides da folha de C. annuum (controlo) obtido por 
HPLC/DAD. Detecção a 280 nm. Composto: (1) capsaicina. 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 40. Perfil cromatográfico dos capsaicinóides da folha de C. annuum inoculada com PECA20 
obtido por HPLC/DAD. Detecção a 280 nm. Composto: (1) capsaicina. 
 
 
 
 
 
Figura 41. Perfil cromatográfico dos capsaicinóides da folha de C. annuum inoculada com PETP01 
obtido por HPLC/DAD. Detecção a 280 nm. Composto: (1) capsaicina. 
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Figura 42. Perfil cromatográfico dos capsaicinóides da folha de C. annuum inoculada com TVP08 obtido 
por HPLC/DAD. Detecção a 280 nm. Composto: (1) capsaicina. 
 
Do ponto de vista quantitativo os teores de capsaicina nas folhas variaram entre 72 e 78 
mg/kg (Tabela 10), verificando-se apenas uma diminuição significativa na folha 
inoculada com PECA20. 
Como referido anteriormente, a capsaicina tem apresentado diversas e promissoras 
aplicações, desde alimentar, cosmética, farmacêutica e agro-industrial (Estrada et al., 
2002; Kozukue et al., 2005; Cisnero-Pineda et al., 2007). 
Tabela 10. Capsaicinóide nas folhas de C. annuum (mg/kg)
1
. 
Capsaicinóides Controlo 
 
PECA20  PETP01  TVP08  
Capsaicina 78,3 ± 2,9
 a
 72,2 ± 1,7
b
 75,7 ± 2,7
 a
 75,3 ± 3,3
 a
 
1Valores expressos em média ± desvio-padrão de três ensaios. Na mesma linha, letras diferentes correspondem a 
diferenças significativas relativamente ao controlo (p <0,05). 
 
Os resultados obtidos revelaram que a inoculação com bactérias promotoras de 
crescimento não teve influência a nível do teor de capsaicinóides presentes nas folhas. 
 
4.2.3.3. Fitosteróis 
Os extractos dos frutos e folhas de C. annuum foram analisados por HPLC/DAD. Os 
extractos obtidos após hidrólise alcalina apresentaram melhores resultados 
comparativamente à hidrólise ácida. Para avaliar a recuperação dos fitosteróis, alíquotas 
de uma solução padrão de betulina foram tratadas e quantificadas da mesma forma que 
as amostras, tendo-se obtido uma recuperação de 97 (± 0,04) e 93 (±0,47) % para o 
fruto e folha, respectivamente. 
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Analisando os cromatogramas obtidos para os frutos de C. annuum foi possível observar 
que todas as amostras apresentaram um perfil similar, tendo-se identificado 4 fitosteróis: 
betulina, estigmasterol, campesterol e β-sitosterol (Figura 43-46). 
De acordo com a bibliografia consultada (Piironen et al., 2003; Fernandes & Cabral, 
2007; Han et al., 2008) constatou-se que apenas a betulina é descrita pela primeira vez 
em frutos de C. annuum. Além destes fitosteróis, Piironen et al. (2003) descreveram a 
existência de brassicasterol em pequenas quantidades nos frutos de C. annuum. 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 43. Perfil cromatográfico dos fitosteróis presentes no extracto resultante da hidrólise alcalina do 
fruto de C. annuum (controlo) obtido por HPLC/DAD. Detecção a 205 nm. Compostos: (1) betulina, (2) 
estigmasterol, (3) campesterol e (4) β-sitosterol. 
 
 
 
 
 
Figura 44. Perfil cromatográfico dos fitosteróis presentes no extracto resultante da hidrólise alcalina do 
fruto de C. annuum inoculado com PECA20 obtido por HPLC/DAD. Detecção a 205 nm. Compostos: (1) 
betulina, (2) estigmasterol, (3) campesterol e (4) β-sitosterol. 
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Figura 45. Perfil cromatográfico dos fitosteróis presentes no extracto resultante da hidrólise alcalina do 
fruto de C. annuum inoculado com PETP01 obtido por HPLC/DAD. Detecção a 205 nm. Compostos: (1) 
betulina, (2) estigmasterol, (3) campesterol e (4) β-sitosterol. 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 46. Perfil cromatográfico dos fitosteróis presentes no extracto resultante da hidrólise alcalina do 
fruto de C. annuum inoculado com TVP08 obtido por HPLC/DAD. Detecção a 205 nm. Compostos: (1) 
betulina, (2) estigmasterol, (3) campesterol e (4) β-sitosterol. 
 
Os teores em fitosteróis totais encontrados nos frutos variaram entre 166,0 e 211,3 
mg/kg (Tabela 11).  
A betulina destacou-se como sendo o composto maioritário em todas as amostras, 
representando 59, 67, 58 e 63 % do conteúdo total em fitosteróis presentes nos frutos 
controlo e inoculado com PECA20, PETP01 e TVP08, respectivamente.  
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Tabela 11. Fitosteróis nos frutos de C. annuum (mg/kg)
1
. 
1Valores expressos em média ± desvio-padrão de três ensaios. Na mesma linha, letras diferentes correspondem a 
diferenças significativas relativamente ao controlo (p <0,05). 
Das amostras inoculadas, a PECA20 e TVP08 foram aquelas nas quais se observou uma 
maior influência da inoculação, exibindo uma diminuição significativa de betulina, β-
sitosterol e campesterol. Contudo, a concentração de estigmasterol aumentou 
significativamente em todos os frutos inoculados.  
O uso de bactérias promotoras de crescimento tem como principal função o aumento do 
crescimento vegetal (Avis et al., 2008), através da síntese de hormonas de crescimento, 
nomeadamente os brassinosteróides. Efectivamente, o decréscimo dos fitosteróis 
referidos nos frutos inoculados com PECA20 e TVP08 pode ser justificado pelo facto 
destes serem precursores e/ou substratos de outras vias biossintéticas, como por 
exemplo para a produção de outros metabolitos secundários com funções fulcrais na 
defesa da planta (Piironen et al., 2000; Moreau et al., 2002; Avis et al., 2008; Singh et 
al., 2011) ou para a síntese de brassinosteróides, hormonas vegetais que estão 
envolvidas no desenvolvimento embrionário, na divisão celular e no crescimento da 
planta (Clouse & Sasse, 1998; Bishop & Koncz, 2002).  
O efeito distinto das duas estirpes do género Rhizobium (PETP01 e TVP08) na 
composição química da planta sugere que estas bactérias têm diferentes aptidões para a 
planta hospedeira, afectando-a de modo diverso (Oliveira, 1998; Deaker et al., 2004). 
 
Nas folhas de C. annuum, foram identificados os mesmos 4 fitosteróis presentes nos 
frutos (Figura 47-50). 
De acordo com o nosso conhecimento e com a bibliografia consultada, este foi o 
primeiro estudo que reportou a composição de fitosteróis das folhas de C. annuum.  
 
Fitosteróis Controlo  PECA20 
 
PETP01  TVP08  
Betulina 117,8 ± 2,5
a 
111,4 ± 1,4
 b
 122,6 ± 2,6
 a
 110,2 ± 1,4
 b
 
β-sitosterol 36,4 ± 1,7
 a
 21,9 ± 1,9
 b
 37,8 ± 1,8
 a
 27,2 ± 4,0
 b
 
Campesterol 45,8 ± 3,1
 a
 29,0 ± 1,4
 b
 44,7 ± 1,6
 a
 34,0 ± 1,0
 b
 
Estigmasterol 1,2 ± 0,2
 a
 3,7 ± 0,2
 b
 6,2 ± 0,4
 b
 4,1 ± 0,3
 b
 
Total 201,2 166,0 211,3 175,5 
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Figura 47. Perfil cromatográfico dos fitosteróis presentes no extracto resultante da hidrólise alcalina da 
folha de C. annuum (controlo) obtido por HPLC/DAD. Detecção a 205 nm. Compostos: (1) betulina, (2) 
estigmasterol, (3) campesterol e (4) β-sitosterol. 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 48. Perfil cromatográfico dos fitosteróis presentes no extracto resultante da hidrólise alcalina da 
folha de C. annuum inoculada com PECA20 obtido por HPLC/DAD. Detecção a 205 nm. Compostos: (1) 
betulina, (2) estigmasterol, (3) campesterol e (4) β-sitosterol. 
 
 
 
 
 
Figura 49. Perfil cromatográfico dos fitosteróis presentes no extracto resultante da hidrólise alcalina da 
folha de C. annuum inoculada com PETP01 obtido por HPLC/DAD. Detecção a 205 nm. Compostos: (1) 
betulina, (2) estigmasterol, (3) campesterol e (4) β-sitosterol. 
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Figura 50. Perfil cromatográfico dos fitosteróis presentes no extracto resultante da hidrólise alcalina da 
folha de C. annuum inoculada com TVP08 obtido por HPLC/DAD. Detecção a 205 nm. Compostos: (1) 
betulina, (2) estigmasterol, (3) campesterol e (4) β-sitosterol. 
 
Os teores em fitosteróis totais encontrados variaram entre 539,9 e 1025,6 mg/kg (Tabela 
12).  
A betulina destacou-se nas folhas testadas como o composto maioritário, representando 
51 a 80 % do conteúdo total de fitosteróis quantificados nas folhas.  
 Tabela 12. Fitosteróis nas folhas de C. annuum (mg/kg)
1
. 
1Valores expressos em média ± desvio-padrão de três ensaios. Na mesma linha, letras diferentes correspondem a 
diferenças significativas relativamente ao controlo (p <0,05). 
 
Avaliando o efeito da inoculação, verificou-se que as folhas inoculadas com PECA20 e 
TVP08 apresentaram uma diminuição no conteúdo total destes compostos, 
contrariamente à amostra inoculada com PETP01 que exibiu um conteúdo total superior 
ao controlo.  
Tal como ocorreu nos frutos, o decréscimo de fitosteróis nas folhas inoculadas PECA20 
e TVP08 pode ser justificado pela direcção destes compostos para a síntese dos 
brassinosteróis, conhecidos por exercer função hormonal (Clouse & Sasse, 1998; 
Bishop & Koncz, 2002). Na interligação com as alterações morfológicas obtidas 
(Tabela 6), verificou-se que estas duas amostras apresentaram o maior aumento de peso 
Fitosteróis Controlo  PECA20 
 
PETP01  TVP08  
Betulina 510,7 ± 15,1
a 
445,0 ± 12,4
 b
 508,3 ± 3,1
 a
 457,7 ± 11,0
 b
 
β-sitosterol 101,8 ± 6,8
 a
 24,8 ± 1,4
 b
 170,2 ± 2,8
 b
 95,3 ± 8,3
 a
 
Campesterol 162,6 ± 3,1
 a
 63,6 ± 4,2
 b
 315,3 ± 7,9
 b
 183,2 ± 0,4
 b
 
Estigmasterol 24,1 ± 0,2
 a
 6,5 ± 0,3
 b
 31,8 ± 2,0
 b
 24,3 ± 0,3
 a
 
Total 799,2 539,9 1025,6 760,5 
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na parte aérea da planta, o que indica maior produção de hormonas vegetais e, 
consequentemente o declínio de fitosteróis.  
Como mencionado anteriormente, o resultado divergente encontrado nas plantas 
inoculadas com as duas estirpes do género Rhizobium pode dever-se às diferentes 
afinidades das bactérias para a planta hospedeira (Oliveira, 1998; Deaker et al., 2004). 
 
4.2.3.4. Ácidos orgânicos 
Os ácidos orgânicos nas folhas e frutos foram determinados por HPLC/UV. Para avaliar 
a recuperação, alíquotas de uma solução padrão de ácido fumárico foram tratadas e 
quantificadas da mesma forma que as amostras, tendo-se obtido uma recuperação de 89 
(± 0,9) e 81 (± 1,2) % para o fruto e folha, respectivamente. 
 
A análise cromatográfica dos frutos de C. annuum revelou um perfil composto por oito 
ácidos orgânicos: oxálico, málico, quínico, succínico, fumárico, cítrico, acético e 
aconítico (isómeros cis e trans (Figura 51-54).  
Os ácidos succínico, acético e aconítico são descritos pela primeira vez nesta matriz, 
tendo os outros sido encontrados anteriormente (López-Hernández et al., 1996). 
 
Figura 51. Perfil cromatográfico dos ácidos orgânicos do fruto de C. annuum (controlo) obtido por 
HPLV/UV. Detecção a 204 nm. Compostos: (1) ácido oxálico; (2a) ácido cis-aconítico; (2b) ácido trans-
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aconítico; (3) ácido cítrico; (4) ácido málico; (5) ácido quínico; (6) ácido succínico; (7) ácido acético; (8) 
ácido fumárico. (FM) fase móvel. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 52. Perfil cromatográfico dos ácidos orgânicos do fruto de C. annuum inoculado com PECA20 
obtido por HPLV/UV. Detecção a 204 nm. Compostos: (1) ácido oxálico; (2a) ácido cis-aconítico; (3) 
ácido cítrico; (4) ácido málico; (5) ácido quínico; (6) ácido succínico; (7) ácido acético; (8) ácido 
fumárico. (FM) fase móvel. 
 
  
Figura 53. Perfil cromatográfico dos ácidos orgânicos do fruto de C. annuum inoculado com PETP01 
obtido por HPLV/UV. Detecção a 204 nm. Compostos: (1) ácido oxálico; (2a) ácido cis-aconítico; (3) 
ácido cítrico; (4) ácido málico; (5) ácido quínico; (6) ácido succínico; (7) ácido acético; (8) ácido 
fumárico. (FM) fase móvel. 
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Figura 54. Perfil cromatográfico dos ácidos orgânicos do fruto de C. annuum inoculado com TVP08 
obtido por HPLV/UV. Detecção a 204 nm. Compostos: (1) ácido oxálico; (2a) ácido cis-aconítico; (3) 
ácido cítrico; (4) ácido málico; (5) ácido quínico; (6) ácido succínico; (7) ácido acético; (8) ácido 
fumárico. (FM) fase móvel. 
 
Os teores em ácidos orgânicos encontrados variaram entre 213945 e 309548 mg/kg 
(Tabela 13). 
O composto maioritário em todas as amostras foi o ácido cítrico, representando 28, 24, 
45 e 40 % do teor total nas amostras controlo e inoculadas com PECA20, PETP01 e 
TVP08, respectivamente. A presença de altas concentrações de ácido cítrico nos frutos 
está de acordo com os estudos apresentados por Jakopic et al. (2007) e Amor et al. 
(2008).  
O ácido cítrico é amplamente utilizado nas indústrias farmacêutica e alimentar, sendo 
usado para quelatar metais, além de ajudar na redução do pH. Desta forma, o ácido 
cítrico contribui para retardar a actividade enzimática, ajudando na conservação dos 
alimentos. Na indústria farmacêutica, entre as diversas aplicações destaca-se o seu uso 
como anticoagulante (Soccol et al., 2006).  
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Tabela 13. Ácidos orgânicos nos frutos de C. annuum (mg/kg)
1
. 
Ácidos 
Orgânicos 
Controlo
 
PECA20 PETP01 TVP08 
Oxálico 53711,3 ± 512,8
a 
53612,2 ± 5061,1
a
 3169,8 ± 16,6
b 
49257,6 ± 519,8
b
 
Málico 21747,4 ± 1187,7
a
 35044,7 ± 833,9
b 
16780,1 ± 455,2
b 
14785,6 ± 10,6
b
 
Quínico 14349,1 ± 106,4
a
 25410,1 ± 759,4
b 
9182,8 ± 718,4
b
 22680,2 ± 2638,0
b
 
Succínico 35197,2 ± 380,0
a
 32691,5 ± 961,2
b
 24509,1 ± 1954,7
b 
21805,6 ± 397,0
b
 
Fumárico 13341,7 ± 199,9
a
 18581,9 ± 309,4
b 
6021,0 ± 112,8
b
 6253,8 ± 170,7
b
 
Cítrico 76786,0 ± 1701,3
a
 72963,0 ± 1244,7
b
 95510,3 ± 378,2
b 
99660,2 ± 46,1
b
 
Acético 55223,7 ± 8,9
a
 71143,4 ± 6838,1
b 
58586,6 ± 1725,8
b
 34560,8 ± 1391,9
b
 
Aconítico 1359,7 ± 78,5
a
 101,2 ± 49,4
b
 185,6 ± 6,4
b
 80,1 ± 3,3
b
 
Total 271716,1 309548,0 213945,3 249084,9 
1Valores expressos em média ± desvio-padrão de três ensaios. Na mesma linha, letras diferentes correspondem a 
diferenças significativas relativamente ao controlo (p <0,05). 
Apenas o fruto inoculado com PECA20 apresentou um aumento do conteúdo total de 
ácidos orgânicos. Individualmente, os ácidos orgânicos que apresentaram aumentos 
significativos com a inoculação foram o málico, o quínico, fumárico e o acético no fruto 
inoculado com PECA20, o cítrico e o acético no inoculado com PETP01 e o quínico e o 
cítrico no inoculado com TVP08. 
Amores et al. (2008) avaliaram o efeito da inoculação de bactérias promotoras de 
crescimento (Azospirillum e Pantoea) no fruto de C. annuum e verificaram o aumento 
da concentração dos ácidos cítrico, ascórbico e succínico. Os autores referem que o 
aumento destes ácidos é indicativo de uma maior disponibilidade de azoto para a planta 
pela acção bacteriana e, consequentemente, de carbono para a síntese dos ácidos 
orgânicos. Assim, o aumento da síntese de ácidos orgânicos estará associado ao 
incremento da assimilação de azoto facultado pelas bactérias inoculadas.  
Durante o crescimento vegetativo rápido, as taxas de redução do nitrato e a síntese de 
carboxilato e aminoácidos são elevadas. A redução de nitrato implica a formação de 
iões alcalinos tóxicos (1 mole de hidróxido por cada mole de nitrato reduzida). Como 
estes iões não podem ser eficientemente eliminados da célula, a planta sintetiza ácidos 
orgânicos, principalmente málico e cítrico, para manter a homeostase (López-Bucio et 
al., 2000). O aumento do ácido málico na amostra inoculada com PECA20 e do ácido 
cítrico no material inoculado com PETP01 e TVP08 pode estar associado à necessidade 
da planta garantir a homeostasia.  
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Por outro lado, o aumento significativo de ácido cítrico nos frutos inoculados com 
Rhizobium sp. sugere que a relação entre as bactérias e a planta levou a um aumento do 
fluxo do ciclo do ácido cítrico de modo a incrementar a produção de energia para a 
biossíntese de metabolitos (Couto et al., 2011). 
 
O perfil de ácidos orgânicos das folhas apresenta os mesmos compostos dos frutos 
(Figura 55-58).  
De acordo com o nosso conhecimento, este é o primeiro estudo de ácidos orgânicos 
presentes nas folhas de C. annuum e de avaliação do efeito da inoculação com bactérias 
promotoras de crescimento (Rhizobium spp. e Mesorhizobium sp.) a nível destes 
metabolitos. 
  
Figura 55. Perfil cromatográfico dos ácidos orgânicos da folha de C. annuum (controlo) obtido por 
HPLC/UV. Detecção a 214 nm. Compostos: (1) ácido oxálico; (2a) ácido cis-aconítico; (2b) ácido trans-
aconítico; (3) ácido cítrico; (4) ácido málico; (5) ácido quínico; (6) ácido succínico; (7) ácido acético; (8) 
ácido fumárico. (FM) fase móvel. 
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Figura 56. Perfil cromatográfico dos ácidos orgânicos da folha de C. annuum inoculada com PECA20 
obtido por HPLC/UV. Detecção a 214 nm. Compostos: (1) ácido oxálico; (2a) ácido cis-aconítico; (2b) 
ácido trans-aconítico; (3) ácido cítrico; (4) ácido málico; (5) ácido quínico; (6) ácido succínico; (7) ácido 
acético; (8) ácido fumárico. (FM) fase móvel. 
 
  
Figura 57. Perfil cromatográfico dos ácidos orgânicos da folha de C. annuum inoculada com PETP01 
obtido por HPLC/UV. Detecção a 214 nm. Compostos: (1) ácido oxálico; (2a) ácido cis-aconítico; (2b) 
ácido trans-aconítico; (3) ácido cítrico; (4) ácido málico; (5) ácido quínico; (6) ácido succínico; (7) ácido 
acético; (8) ácido fumárico. (FM) fase móvel. 
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Figura 58. Perfil cromatográfico dos ácidos orgânicos da folha de C. annuum inoculada com TVP08 
obtido por HPLC/UV. Detecção a 214 nm. Compostos: (1) ácido oxálico; (2a) ácido cis-aconítico; (2b) 
ácido trans-aconítico; (3) ácido cítrico; (4) ácido málico; (5) ácido quínico; (6) ácido succínico; (7) ácido 
acético; (8) ácido fumárico. (FM) fase móvel. 
 
Os teores em ácidos orgânicos obtidos nas folhas variaram entre 71992 e 126404 mg/kg 
(Tabela 14).  
Observou-se que o ácido oxálico é o composto maioritário nas folhas controlo e 
inoculadas com PETP01, representando 45 e 48% do total de ácidos orgânicos, 
respectivamente, sendo os ácidos cítrico (29%) e quínico (24%) os principais compostos 
nas amostras inoculadas com PECA20 e TVP08, respectivamente.  
O ácido oxálico possui diversas propriedades, mas a mais notável característica química 
é a sua capacidade para quelatar catiões multivalentes. Neste contexto, o ácido oxálico 
pode diminuir a biodisponibilidade mineral, sendo por isso considerado um 
antinutriente (Kayashima & Katayama, 2002).  
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Tabela 14. Ácidos orgânicos nas folhas de C. annuum (mg/kg)
1
.
.
 
Ácidos 
Orgânicos 
Controlo 
 
PECA20  PETP01  TVP08  
Oxálico 55292,7 ± 17,3
a 
13835,1 ± 149,0
 b
 60640,7 ± 542,3
 b
 21542,2 ± 357,2
 b
 
Málico 6438,7 ± 68,7
 a
 10529,2 ± 28,3
 b
 3194,8 ± 388,1
 b
 14785,6 ±10,9
 b
 
Quínico 4664,0 ± 29,8
 a
 6908,0 ± 411,4
 b
 4923,1 ± 42,9
 b
 22680,2 ± 2638,0
 b
 
Succínico 4892,9 ± 23,1
 a
 4003,7 ± 28,9
 b
 4746,3 ± 16,9
 b
 5307,4 ± 315,0
 b
 
Fumárico 5826,2± 261,1
 a
 3254,0 ± 191,2
 b
 4656,0 ± 227,5
 b
 6951,9 ± 321,2
 b
 
Cítrico 30048,2 ± 873,1
 a
 21149,0 ± 1308,8
 b
 31754,8 ± 205,9
 b
 7576,4 ± 846,8
 b
 
Aconítico 16594,6 ± 47,2
 a
 12195,1 ± 95,0
 b
 16348,4 ± 83,4
 b
 16369,0 ± 1401,4
 a
 
Acético 106,8 ± 0,5
 a
 117,6 ± 0,1
 b
 139,6 ± 0,8
 b
 122,0 ± 4,8
 b
 
Total 123864,1 71992,0 126403,7 95344,7 
1Valores expressos em média ± desvio-padrão de três ensaios. Na mesma linha, letras diferentes correspondem a 
diferenças significativas relativamente ao controlo (p <0,05). 
 
Apenas na folha inoculada com PETP01 se observou um aumento da concentração total 
de ácidos orgânicos. Em termos individuais, a inoculação desencadeou um aumento 
significativo do composto minoritário, o ácido acético. Também se verificou um 
aumento dos ácidos málico e quínico na folha inoculada com PECA20, dos ácidos 
oxálico, quínico e cítrico na inoculada com PETP01 e dos ácidos málico, quínico, 
succínico e fumárico na amostra inoculada com TVP08. 
Curzi et al. (2008) verificaram que as folhas da planta do arroz inoculadas com a 
bactéria promotora de crescimento Herbaspirillum seropedicae têm maiores 
quantidades de ácido málico, sugerindo que este ácido possa ter um papel importante na 
defesa da planta. Além disso, a pH fisiológico o ácido málico está presente como 
malato, e além de ser um intermediário no ciclo de Krebs, é um intermediário do ciclo 
do glioxilato. Neste ciclo ocorre a oxidação do malato para produzir piruvato, dióxido 
de carbono e NADPH. Este último é necessário para a biossíntese de compostos de 
defesa, como os flavonóides, ou actua como co-factor para enzimas antioxidantes (Cots 
et al., 2002). Assim, o aumento de ácido málico nas folhas sugere que este ciclo possa 
ter sido iniciado como resposta de defesa da planta à inoculação com as bactérias 
estudadas  
Como referido anteriormente, o crescimento acelerado da planta associado a uma maior 
disponibilidade de azoto no solo resulta num aumento do metabolismo, nomeadamente 
da redução de nitrato e da síntese de aminoácidos. A redução do nitrato implica a 
formação de iões alcalinos tóxicos que não podem ser libertados pelas células de uma 
forma eficiente para garantir um equilíbrio do pH. Como tal, para garantir a 
homeostasia do pH a planta sintetiza ácidos orgânicos, principalmente málico e cítrico 
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(López-Bucio et al., 2000). Tendo em conta os resultados obtidos, o aumento de ácido 
málico nas folhas inoculadas com PECA20 e TVP08 e de ácido cítrico nas inoculadas 
com PETP01 pode também indicar a síntese destes compostos para assegurar um 
equilíbrio de pH.  
Conforme referido nos itens anteriores, a distinta influência das duas estirpes do género 
Rhizobium (TVP08 e PETP01) no perfil metabólico da planta pode dever-se a diferentes 
afinidades destas com a planta (Oliveira, 1998; Deaker et al., 2004). 
 
4.2.3.5. Ácidos gordos 
Os ácidos gordos presentes nos frutos e folhas de C. annuum foram determinados por 
GC-MS, usando métodos validados para esse fim. Para avaliar a recuperação dos ácidos 
gordos, alíquotas de uma solução padrão de ácido oleico foram tratadas e quantificadas 
da mesma forma que as amostras, tendo-se obtido uma recuperação de 99 (± 0,68) e 81 
(± 1,67) % para o fruto e folha, respectivamente.  
 
A análise dos resultados obtidos para os frutos de C. annuum permitiu a identificação de 
14 ácidos gordos: tetradecanóico (C14:0), pentadecanóico (C15:0), palmítico (C16:0), 
palmitoleico (C16:1), heptadecanóico (C17:0), esteárico (C18:0), oleico (C18:1c), 
elaídico (C18:1t), linoleico (C18:2), araquídico (C20:0), heneicosanóico (C21:0), 
docosanóico (C22:0), tricosanóico (C23:0) e o tetracosanóico (C24:0) (Figura 59 e 
Tabela 15). 
De acordo com a bibliografia consultada, a maioria dos ácidos gordos identificados 
estão descritos no fruto de C. annuum (Marion & Dempsey, 1964; Whitaker, 1986; 
Orhan et al., 2002; Guil-Guerrero et al., 2006), excepto os ácidos pentadecanóico, 
elaídico, heneicosanóico, tricosanóico e tetracosanóico que são descritos pela primeira 
vez nesta matriz. 
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Figura 59. Perfis cromatográficos dos frutos de C. annuum obtidos por GC-MS. (A) Controlo, (B) 
inoculado com PECA20, (C) inoculado com PETP01, (D) inoculado com TVP08. Compostos: (1) ácido 
tetradecanóico, (2) ácido pentadecanóico, (3) ácido palmitoleico, (4) ácido palmítico, (5) ácido 
heptadecanóico, (6) ácido linoleico, (7) ácido oleico, (8) ácido elaídico, (9) ácido esteárico, (10) ácido 
araquídico, (11) ácido heneicosanóico, (12) ácido docosanóico, (13) ácido tricosanóico, e (14) ácido 
tetracosanóico. 
 
A repetibilidade do método analítico foi avaliada através de 5 determinações efectuadas 
no mesmo dia com fruto controlo, tendo-se revelado boa uma vez que os coeficientes de 
variação são inferiores a 11 % (Tabela 15). 
A precisão intermédia do método foi determinada através da análise do fruto controlo 
em 5 dias diferentes. Os coeficientes de variação encontrados são inferiores a 14 % 
(Tabela 15), verificando-se que o método utilizado é preciso para a matriz em estudo. 
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Os teores totais de ácidos gordos encontrados nas amostras analisadas variaram entre 
7617,3 e 22638,0 mg/kg. Da análise dos resultados obtidos podemos constatar que os 
frutos inoculados apresentaram um teor total de ácidos gordos superior ao controlo, 
destacando-se a amostra TVP08 com o triplo da amostra controlo (Tabela 15). 
Os ácidos palmítico e esteárico foram os compostos maioritários em todos os frutos 
analisados: o ácido palmítico representou 27, 32, 30 e 35 % e o ácido esteárico 23, 25, 
31 e 27 % do total de ácidos gordos determinados nas amostras controlo e inoculadas 
com PECA20, TVP08 e PETP01, respectivamente. Dos ácidos gordos insaturados 
destaca-se o ácido linoleico (PUFA), correspondendo a 14, 13, 5 e 16 %, e o ácido 
oleico (MUFA) representando 15, 13, 5 e 13 % do conteúdo total nas amostras controlo 
e inoculadas com PECA20, TVP08 e PETP01, respectivamente.  
Os resultados obtidos neste trabalho estão de acordo com a bibliografia consultada, uma 
vez que os autores referem os ácidos palmítico e esteárico como os compostos 
maioritários na composição lipídica do fruto de C. annuum (Marion & Dempsey, 1964; 
Whitaker, 1986; Guil-Guerrero et al., 2006). 
Estudos metabólicos e epidemiológicos demonstraram que o ácido palmítico eleva a 
concentração plasmática de colesterol e de colesterol LDL (Dubois et al., 2007). O 
ácido esteárico, embora saturado, tem demonstrado não elevar a colesterolemia. Esta 
diferença deve-se ao facto da desidrogenação do ácido esteárico ser mais rápida do que 
o alongamento da cadeia, fazendo com que seja mais rapidamente convertido em oleico 
no fígado por desaturases (Dubois et al., 2007).  
Os frutos analisados são constituídos maioritariamente por SFAs, apresentando valores 
que oscilaram entre os 67 e 89 % do conteúdo total de ácidos gordos. Dentro das classes 
dos insaturados, os frutos controlo e inoculado com TVP08 são mais ricos em MUFAs, 
destacando-se o ácido oleico, enquanto as amostras inoculadas com PECA20 e PETP01 
são mais ricas em PUFAs, sendo o ácido linoleico o único poliinsaturado identificado.  
O ácido oleico tem demonstrado um efeito positivo na redução de colesterol LDL (Rui-
Rodriguez et al., 2010). O ácido linoleico é um ácido gordo essencial, adquirido através 
da dieta alimentar. Estudos epidemiológicos têm demonstrado a acção benéfica deste no 
combate da diabetes, uma vez que o ácido linoleico pode melhorar a resistência à 
insulina. Níveis séricos mais elevados deste ácido estão associados a pressões arteriais 
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mais baixas (Harris et al., 2009). Adicionalmente, a actividade antibacteriana dos ácidos 
gordos insaturados de cadeia longa (C16-C20) contra diversas bactérias, tais como 
Staphylococcus aureus, Helicobacter pylori, Mycobacteria aurum e M. smegmatis, está 
documentada, permitindo o uso destes compostos como aditivos alimentares (Zheng et 
al., 2005).  
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Tabela 15. Dados de validação do método usado na determinação dos ácidos gordos dos frutos de C. annuum e seu conteúdo nas amostras. 
*
Dados referentes à tabela 4. 
A 
C14:0, ácido tetradecanóico; C15:0, ácido pentadecanóico; C16:0, ácido palmítico; C16:1, ácido palmitoleico; C17:0, ácido heptadecanóico; 
C18:0, ácido esteárico; C18:1c, ácido oleico; C18:1t, ácido elaídico C18:2, ácido linoleico; C20:0, ácido araquídico; C21:0, ácido heneicosanóico; C22:0, ácido docosanóico 
C23:0, ácido tricosanóico; C24:0, ácido tetracosanóico; SFA, ácidos gordos saturados; MUFA, ácidos gordos monoinsaturados; PUFA, ácidos gordos polinsaturados; 
B
 Limite 
de detecção. 
C
 Limite de quantificação. 
D
 CV, coeficiente de variação. 
E
 Valores expressos em média ± desvio-padrão de três ensaios. Na mesma linha, letras diferentes 
correspondem a diferenças significativas relativamente ao controlo (p< 0,05). 
 
Ácidos 
gordos 
A 
Equação de 
regressão 
R
2
 
LD
B
 
(mg/L) 
LQ
C 
(mg/L) 
Repetibilidade 
(CV %)
D 
Precisão 
intermédia 
(CV %)
 D
 
Controlo  
(mg/kg)
 E
 
PECA20 
 (mg/kg)
 E
 
PETP01 
(mg/kg)
 E
 
TVP08
h 
(mg/kg) 
C14:0 
* 
0,063 0,211 1,57 12,72 148,6 ± 22,7
a 
290,9 ± 0,4
 b
 161,1 ± 8,3
 a
 666,1 ± 54,8
 b
 
C15:0 
*
 0,053 0,178 1,22 7,12 79,5 ± 6,7
 a
 186,2 ± 6,8
 b
 137,9 ± 6,2
 b
 494,1 ± 28,8
 b
 
C16:0 
*
 0,032 0,106 4,43 7,59 2076,6 ± 120,4
 a
 2999,2 ± 166,5
 b
 2865,4 ± 52,3
 b
 6759,2 ± 343,1
 b
 
C 16:1 
*
 0,038 0,127 4,46 5,46 222,1 ± 7,6
 a
 46,3 ± 0,4
 b
 46,8 ± 2,0
 b
 144,3 ± 7,3
 b
 
C17:0 
*
 0,078 0,258 7,10 12,19 194,8 ± 10,9
 a
 228,7 ± 13,0
 b
 216,4 ± 9,4
 a
 691,1 ± 4,9
 b
 
C18:0 
*
 0,053 0,177 1,76 4,72 1785,3 ± 102,6
 a
 2343,9 ± 19,0
 b
 2213,6 ± 45,2
 b
 6957,8 ± 220,5
 b
 
C18:1c 
*
 0,014 0,046 2,75 7,79 1117,7 ± 80,7
 a
 1199,4 ± 16,7
 a
 1017,4 ± 7,0
 b
 1192,2 ± 9,8
 a
 
C18:1t 
*
 0,039 0,130 6,14 10,00 76,2 ± 5,8
 a
 88,7 ± 5,6
 b
 nd
b 
74,2 ± 7,0
 a
 
C18:2 
*
 0,007 0,023 1,57 5,92 1092,2 ± 79,5
 a
 1201,1 ± 22,2
 b
 1327,9 ± 36,0
 b
 1101,7 ± 22,7
 a
 
C20:0 
*
 0,052 0,172 3,21 5,76 296,5 ± 10,2
 a
 305,7 ± 14,1
 a
 212,2 ± 10,4
 b
 1838,3 ± 3,3
 b
 
C21:0 y=42367x-1421,4 0,9930 0,052 0,174 5,69 10,65 61,5 ± 2,1
 a
 46,8 ± 4,4
 b
 nd
b 
332,7 ± 2,2
 b
 
C22:0 
*
 0,047 0,157 4,53 10,99 212,0 ± 10,1
 a
 197,5 ± 17,8
 a
 74,2 ± 3,6
 a
 1465,8 ± 140,4
 b
 
C23:0 y=40762x-1670,4 0,9930 0,054 0,181 10,06 13,36 110,4 ± 4,9
a
 52,0 ± 5,8
 b
 nd
b 
368,3 ± 30,7
 b
 
C24:0 y=84071x-3003,9 0,9950 0,026 0,088 9,16 13,77 143,9 ± 5,0
 a
 54,6 ± 2,4
 b
 nd
b 
552,2 ± 8,1
 b
 
Total       7617,3 9273,5 8272,8 22638,0 
SFA
 
      5109,1 7859,0 5880,7 20155,6 
MUFA
 
      1339,8 1245,7 1064,2 1306,5 
PUFA
 
      1168,4 1289,8 1327,9 1175,9 
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Conforme referido atrás, observou-se que a inoculação com as bactérias promotoras de 
crescimento provocou um incremento do teor total em ácidos gordos, principalmente 
nos saturados. Em termos de compostos individuais, a inoculação desencadeou 
aumentos significativos em diversos ácidos gordos, como o palmítico, esteárico, 
tetradecanóico, pentadecanóico e heptadecanóico. 
O aumento de ácidos gordos como o palmítico e esteárico nos frutos inoculados poderá 
significar a activação da sinalização lipídica, seguida de indução da expressão de genes 
que estão relacionados com os mecanismos de defesa da planta (Kachroo et al., 2001). 
Adicionalmente, os ácidos gordos têm sido descritos como antimicrobianos, sendo 
utilizados pela planta para sua defesa. Os ácidos palmítico, esteárico, linoleico, 
araquídico e tetradecanóico possuem propriedades antimicrobianas (Kabara et al., 1972; 
Zheng et al., 2005). Os resultados obtidos estão de acordo com estes factos, pois além 
do total de ácidos gordos ser superior nos frutos inoculados, os ácidos gordos referidos 
estão presentes em maior quantidade nestes. 
 
Nas folhas de C. annuum foram identificados 15 ácidos gordos: láurico (C:12), 
tridecanóico (C13:0), tetradecanóico (C14:0), pentadecanóico (C15:0), palmítico 
(C16:0), palmitoleico (C16:1), heptadecanóico (C17:0), esteárico (C18:0), oleico 
(C18:1c), linoleico (C18:2), araquídico (C20:0), heneicosanóico (C21:0), docosanóico 
(C22:0), tricosanóico (C23:0) e tetracosanóico (C24:0) (Figura 60 e Tabela 16). 
Na pesquisa bibliográfica efectuada verificou-se que existem poucos estudos sobre a 
composição fitoquímica das folhas de C. annuum, existindo um maior interesse no 
estudo fitoquímico do fruto, devido à sua importância na alimentação humana. No 
entanto, Whitaker (1986) descreveu a composição lipídica de folhas de várias espécies 
da família Solanaceae, reportando a presença de 5 ácidos gordos nas de C. annuum: 
palmítico, palmitoleico, esteárico, oleico e linoleico. Os restantes ácidos gordos 
identificados são descritos em folhas pela primeira vez. 
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Figura 60. Perfis cromatográficos das folhas de C. annuum obtido por GC-MS. (A) controlo, (B) 
inoculada com PECA20, (C) inoculada com PETP01 e (D) inoculada com TVP08. Compostos: (1) ácido 
tetradecanóico, (2) ácido pentadecanóico, (3) ácido palmitoleico, (4) ácido palmítico, (5) ácido 
heptadecanóico, (6) ácido linoleico, (7) ácido oleico, (8) ácido esteárico, (9) ácido araquídico, (10) ácido 
heneicosanóico, (11) ácido docosanóico, (12) ácido tricosanóico, (13) ácido tetracosanóico, (14) ácido 
laúrico e, (15) ácido tridecanóico. 
 
A repetibilidade do método analítico foi avaliada através de 5 determinações efectuadas 
no mesmo dia com a folha controlo tendo-se revelado boa, uma vez que os coeficientes 
de variação foram inferiores a 12 % para esta matriz (Tabela 16). 
A precisão intermédia do método foi determinada através da análise da folha controlo 
em 5 dias diferentes. Os coeficientes de variação encontrados são inferiores a 14 % 
(Tabela 16), verificando-se que o método utilizado é preciso para a matriz em estudo. 
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A folha controlo exibiu o maior teor total de ácidos gordos (5929,4 mg/kg). Nas 
amostras inoculadas a concentração destes compostos variou entre 1973,0 e 3678,6 
mg/kg.  
O ácido esteárico foi o maioritário nas folhas controlo (37 % do total de ácidos gordos), 
sendo o oleico o principal ácido gordo das folhas inoculadas (38-43 %).  
Os SFAs representam entre 45 e 77 % do conteúdo total em ácidos gordos (Tabela 16). 
Dentro desta classe, o composto maioritário foi o ácido esteárico, correspondendo a 48, 
51, 24 e 52 % do teor total em SFA das folhas controlo e inoculadas com PECA20, 
PETP01 e TVP08, respectivamente. 
Relativamente aos ácidos gordos insaturados, verificou-se que as amostras são mais 
ricas em monoinsaturados (Tabela 16). Dentro desta classe o principal composto é o 
ácido oleico, representando valores que oscilaram entre 93 e 99 % do conteúdo total de 
PUFAs. 
O ácido oleico está presente em quantidades consideráveis em muitos óleos vegetais, 
especialmente no azeite. Como referido anteriormente, este ácido tem um efeito positivo 
na redução de colesterol LDL (Rui-Rodriguez et al., 2010) e possui actividade 
antibacteriana (Zheng et al., 2005). 
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Tabela 16. Dados de validação do método usado na determinação dos ácidos gordos das folhas de C. annuum e seu conteúdo nas amostras. 
* 
Dados referentes às tabelas 4 e 15. 
A 
C12:0, ácido láurico; C13:0, ácido tridecanóico; C14:0, ácido tetradecanóico; C15:0, ácido pentadecanóico; C16:0, ácido palmítico; 
C16:1, ácido palmitoleico; C17:0, ácido heptadecanóico; C18:0, ácido esteárico; C18:1c, ácido oleico; C18:2, ácido linoleico; C20:0, ácido araquídico; C21:0, ácido 
heneicosanóico; C22:0, ácido docosanóico; C23:0, ácido tricosanóico; C24:0, ácido tetracosanóico. SFA, ácidos gordos saturados; MUFA, ácidos gordos monoinsaturados; 
PUFA, ácidos gordos polinsaturados. 
B
 Limite de detecção. 
C
 Limite de quantificação. 
D
 CV, coeficiente de variação. 
E
 Valores expressos em média ± desvio-padrão de três 
ensaios. Na mesma linha, letras diferentes correspondem a diferenças significativas relativamente ao controlo (p< 0,05). 
 
Ácidos 
gordos
 A 
Equação de 
regressão 
R
2
 
LD
B
 
(mg/L) 
LQ
C
 
(mg/L) 
Repetibilidade 
(CV %)
D 
Precisão 
intermédia 
(CV
 
%)
 D
 
Controlo  
(mg/kg)
 E
 
PECA20
 
(mg/kg)
 E
 
PETP01 
(mg/kg)
 E
 
TVP08
 
(mg/kg)
 E
 
C12:0 y=29946x-339,65 0,9997 0,019 0,062 11,61 12,86 112,6 ± 3,8
 a
 11,8 ± 0,6
 b
 8,7 ± 0,8
 b
 10,4 ± 0,2
 b
 
C13:0 y=33536x-717,4 0,9980 0,017 0,055 5,19 7,02 21,2 ± 1,2
 a
 nd
b 
nd
b
 nd
b
 
C14:0 
*
 0,063 0,211 1,57 12,72 296,8 ± 16,0
 a
 101,6 ± 1,9
 b
 70,4 ± 4,8
 b
 79,8 ± 5,2
 b
 
C15:0 
*
 0,053 0,178 1,22 7,12 122,3 ± 7,4
 a
 48,1 ± 0,7
 b
 33,1 ± 2,0
 b
 43,1 ± 0,6
 b
 
C16:0 
*
 0,032 0,106 4,43 7,59 14,0 ± 1,0
 a
 1,7 ± 0,1
 b
 2,3 ± 0,1
 b
 3,4 ± 0,1
 b
 
C 16:1 
*
 0,038 0,127 4,46 5,46 8,4 ± 0,1
 a
 11,8 ± 1,1
 b
 7,4 ± 0,4
 b
 17,6 ± 0,8
 b
 
C17:0 
*
 0,078 0,258 7,10 12,19 228,1 ± 10,4
 a
 165,5 ± 8,7
 b
 115,0 ± 10,2
 b
 110,4 ± 2,8
 b
 
C18:0 
*
 0,053 0,177 1,76 4,72 2193,6 ± 146,9
 a
 1021,2 ± 23,6
 b
 197,3 ± 9,0
 b
 907,5 ± 33,4
 b
 
C18:1c 
*
 0,014 0,046 2,75 7,79 1140,0 ± 60,6
 a
 1402,6 ± 54,0
 b
 846,2 ± 39,0
 b
 1234,9 ± 11,3
 b
 
C18:2 
*
 0,007 0,023 1,57 5,92 210,1 ± 8,0
 a
 269,5 ± 8,7
 b
 230,8 ± 10,4
 b
 268,7 ± 4,2
 b
 
C20:0 
*
 0,052 0,172 3,21 5,76 623,4 ± 40,3
 a
 244,4 ± 10,6
 b
 45,2 ± 2,0
 b
 248,5 ± 9,6
 b
 
C21:0 
*
 0,052 0,174 5,69 10,65 92,5 ± 6,8
 a
 53,1 ± 1,8
 b
 197,6 ± 16,5
 b
 48,7 ± 0,6
 b
 
C22:0 
*
 0,047 0,157 4,53 10,99 554,0 ± 55,2
 a
 224,9 ± 9,1
 b
 51,4 ± 2,6
 b
 194,9 ± 4,9
 b
 
C23:0 
*
 0,054 0,181 10,06 13,36 120,2 ± 6,5
 a
 64,6 ± 1,3
 b
 112,8 ± 3,5
 a
 46,0 ± 2,3
 b
 
C24:0 
*
 0,026 0,088 9,16 13,77 192,2 ± 18,2
 a
 57,8 ± 1,9
 b
 54,8 ± 1,7
 b
 49,2 ± 1,0
 b
 
Total       5929,4 3678,6 1973,0 3263,1 
SFA
 b
       4570,9 1994,7 839,3 1741,9 
MUFA 
c       1148,4 1414,4 902,9 1252,5 
PUFA 
d       210,1 269,5 230,8 268,7 
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Em termos de compostos isolados a inoculação com as bactérias promotoras de 
crescimento provocou decréscimos significativos, como por exemplo nos ácidos 
palmítico e esteárico. Porém, observaram-se aumentos significativos dos teores de ácido 
linoleico em todo o material inoculado, dos ácidos palmitoleico e oleico nas folhas 
inoculadas com PECA20 e TVP08 e do ácido heneicosanóico na inoculada com 
PETP01.  
O decréscimo dos ácidos gordos nas folhas inoculadas sugere que a planta, em resposta 
à inoculação, activou mecanismos de defesa que poderão levar à produção dos ácidos 
jasmónico e salicílico (Kachroo et al., 2001).  
Adicionalmente, o decréscimo do conteúdo de ácidos gordos nas folhas inoculadas pode 
estar associado ao efeito de diluição devido ao aumento da biomassa da parte aérea 
observado nas plantas inoculadas (Tabela 6).  
Como referido anteriormente, os ácidos gordos possuem actividade antimicrobiana que 
é utilizada pela planta contra agentes patogénicos, em que numa situação de ataque o 
conteúdo destes aumenta. Os ácidos palmitoleico, oleico e linoleico estão reportados 
como antimicrobianos (Kabara et al., 1972; Zheng et al., 2005). Os resultados obtidos 
estão de acordo com estes factos, uma vez que os ácidos gordos referidos estão 
presentes em maiores quantidades nas folhas inoculadas.   
 
4.2.3.6. Compostos voláteis 
A análise de compostos voláteis dos frutos de C. annuum por HS-SPME/GC-ITMS 
permitiu a identificação de 24 compostos: 7 aldeídos, 1 cetona, 2 ésteres, 6 
monoterpenos, 4 sesquiterpenos, 2 norisoprenóides e 2 outros compostos (Figura 61 e 
Tabela 17).  
Apenas a cânfora e o longifoleno são descritos pela primeira vez em frutos de C. 
annuum estando os outros já reportados (Wu & Liou, 1986; Ruth et al., 1995; Kim et 
al., 2007; Forero et al., 2008; Ziino et al., 2009; Pino et al., 2010; Kollmannsberger et 
al., 2011). 
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Figura 61. Perfis cromatográficos dos frutos de C. annuum obtidos por HS-SPME/GC-MS. (A) Controlo; 
(B) inoculados com PECA20; (C) inoculados com PETP01; (D) inoculados com TVP08. Compostos: (1) 
3-metil-butanal; (2) 2-metil-butanal; (3) (E)-2-hexanal; (4) hexanal; (5) α-pineno; (6) canfeno; (7) 
benzaldeído; (8) 6-metil-5-hepten-2-ona; (9) 2-n-pentil furano; (10) limoneno; (11) (E)-2-octenal; (12) 
linalol; (13) isobutirato de hexilo; (14). cânfora; (15) (E)-2-nonenal; (16) 2-isobutil-3-metoxipirazina; 
(17) mentol; (18) salicilato de metilo; (19) β-ciclocitral; (20) β-cariofileno; (21) α-bergamoteno; (22) α-
himachaleno; (23) β-ionona; (24) longifoleno. 
 
A análise dos resultados apresentados na Tabela 17 permitiu concluir que os frutos 
inoculados são mais ricos nestes compostos, principalmente os inoculados com 
Rhizobium sp. (PETP01 e TVP08). Todos os frutos apresentaram o salicilato de metilo e 
a 2-isobutil-3-metoxipirazina como maioritários.  
O salicilato de metilo deriva do ácido salicílico e desempenha um papel importante na 
defesa da planta, sendo conhecido por ser essencial na protecção de infecções locais 
desencadeadas por agentes patogénicos (Zhu & Park, 2005). Este composto é também 
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utilizado pelas plantas como feromona para avisar as plantas vizinhas da presença de 
agentes patogénicos (Oliveira et al., 2010). 
A 2-isobutil-3-metoxipirazina está bastante presente no fruto de C. annuum (Ruth et al., 
1995; Forero et al., 2008). As pirazinas são compostos com propriedades organolépticas 
únicas, com um odor forte e um cheiro característico, sendo o limiar olfactivo humano 
das pirazinas de 2 ng/L na água (Pinho et al., 2009). Às pirazinas são atribuídas 
propriedades antimicrobianas (Premkumar & Govindarajan, 2005). 
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Compostos RI
1
 ID
2
 QI
3
 
A/1000 (S.D.)
 4
 
Controlo PECA20 PETP01 TVP08 
Aldeídos  
1 3-Metil-butanal 663 S, MS (74/77) 41/44/58 80,5(5,1)
 a
 135,5(11,7) 
b 
136,1(3,7)
 b
 67,5(4,3)
 b
 
2 2-Metil-butanal 672 S, MS (77/80) 41/57 85,1(8,1)
 a
 133,1(4,1) 
b
 114,2(5,2)
 b
 50,1(2,4)
 b
 
3 (E)-2-Hexenal  863 S, MS (76/88) 55/69/83/99 239,3(16,8)
 a
 431,3(30,4)
 b
 744,4(5,6)
 b
 562,8(15,8)
 b
 
4 Heptanal 909 S, MS (66/84) 55/70/81 nd
a 
nd
a
 25,8(0,1)
 b
 22,6(0,9)
 b
 
7 Benzaldeído 975 S, MS (62/83) 77/105 14,9(1,0)
 a
 46,0(8,2)
 b
 67,4(0,9)
 b
 nd
 b
 
11 (E)-2-Octenal 1068 S, MS (79/83) 55/70/83 68,6(2,4)
 a
 200,7(0,5)
 b
 119,5(2,2)
 b
 268,1(6,4)
 b
 
15 (E)-2-Nonenal 1167 MS (82/84) 55/70/83 61,2(1,7)
 a
 413,8(7,9)
 b 
 267,1(9,7)
 b
 233,7(6,7)
 b
 
Σ    549,6 1360,4 1474,5 1204,8 
Cetonas 
8 6-Metil-5-hepten-2-ona 991 S, MS (61/86) 93/108 35,7(1,4)
 a
 nd
 b
 49,9(2,9)
 b
 32,7(1,8)
 a
 
Σ    35,7 0 49,9 32,7 
Ésteres 
13 Isobutirato de hexilo 1115 MS (80/84) 43/55/71 147,8(1,0)
 a
 37,8(0,9)
 b
 54,9(2,0)
 b
 8,2(0,0)
 b
 
18 Salicilato de metilo 1200 S, MS (73/77) 92/120/152 9755,3(64,8)
 a
 12295,0(35,4)
 b
 30180,0(658,3)
 b
 22130,0(2588)
 b
 
Σ    9903,1 12332,8 30234,9 22138,2 
Monoterpenos 
5 α-Pineno 941 S, MS (84/88) 92/93/136 40,4(0,6) a 19,7(0,4) b 27,1(2,6) b 13,0(0,8) b 
6 Canfeno 958 S, MS (70/84) 93 nd
a 
nd
a
 9,4(1,0)
 b
 7,7(0,8)
 b
 
10 Limoneno 1036 S, MS (79/86) 68/93 92,9(4,6)
 a
 46,9(2,0)
 b
 95,8(2,2)
 a
 35,7(9,8)
 b
 
17 Mentol 1187 S, MS (83/86) 81/95/123 46,1(4,8)
 a
 24,0(3,1)
 b
 42,0(2,6)
 a
 17,1(0,8)
 b
 
12 Linalol 1103 S, MS (77/79) 55/71/93/121 916,1(15,0)
 a
 701,3(11,5)
 b
 nd
 b
 869,0(17,8)
 b
 
14 Cânfora 1158 S, MS (73/80) 81/95/108 nd
a 
11,2(1,7)
 b
 62,6(2,1)
 b
 32,7(2,0)
 b
 
Σ    1095,5 803,1 236,9 975,2 
Sesquiterpenos 
20 β-Cariofileno 1330 S, MS (83/85) 161/189/204 24,7(1,1) a 2,6(0,2) b nd b 0,6(0,1) b 
21 α-Bergamoteno 1340 MS (84/89) 93/119/204 67,5(1,7) a 95,9(3,2) b 54,5(0,9) b 68,9(3,6) a 
22 α-Himachaleno 1362 MS (84/89) 41/93/94 160,9(4,3) a 74,9(0,9) b 129,9(3,9) b 63,7(4,9) b 
24 Longifoleno 1389 MS (84/85) 105/161/204 474,4(26,3)
 a
 83,4(1,2)
 b
 596,9(39,0)
 b
 145,4(8,9)
 b
 
Σ    727,5 256,8 781,3 278,6 
Norisoprenóides 
19 β-Ciclocitral 1216 S, MS (81/84) 123/152 31,5(1,9) a 41,1(0,9) b 42,7(4,2) b 51,8(0,4) b 
23 β-Ionona 1387 S, MS (85/85) 177 127,4(1,5) a 77,8(2,0) b nd b 80,4(1,4) b 
Σ    158,9 118,9 42,7 132,2 
        
Tabela 17. Compostos voláteis nos frutos de C. annuum. 
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Compostos RI
1
 ID
2
 QI
3
 
A/1000 (S.D.)
 4
 
Controlo PECA20 PETP01 TVP08 
Outros compostos 
9 2-n-Pentil furano 994 MS (83/86) 81 282,3(12,2)
 a
 677,3(27,7)
 b
 375,6(11,8)
 b
 493,8(4,1)
 b
 
16 2-Isobutil-3-metoxipirazina 1183 S, MS (74/75) 94/124/151 2077,0(1,4)
 a
 2244,5(0,7)
 b
 1393,5(31,8)
 b
 1922,0(16,5)
 b
 
Σ    2359,3 2921,8 1769,1 2415,8 
Σ    14829,6 18050,6 34589,3 27177,5 
1
 RI, índice de retenção. 
2
 ID, identificação;
 
S, identificado por comparação com composto de referência; MS, tentativamente identificado pela NIST05. 
3
 
QI, iões de quantificação.
 4 
A, área expressa em unidades arbitrárias; S.D, desvio-padrão do triplicado; nd, não detectado. Na mesma linha, letras diferentes 
correspondem a diferenças significativas relativamente ao controlo (p< 0,05). 
Tabela 18. Compostos voláteis nos frutos de C. annuum (continuação). 
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eixo F1 (63,8 %)  
Variáveis (eixos F1 e F2: 93,3 %) 
Norisoprenóides 
Os resultados obtidos foram tratados através do PCA de forma a avaliar a influência da 
inoculação na composição volátil dos frutos. A Figura 62 apresenta a projecção das 
variáveis, agrupadas por classes químicas obtidas para os 4 frutos no plano composto 
pelos eixos principais F1 e F2, contendo 93,3 % da variância total. 
Figura 62. Diagrama dos componentes principais do conteúdo volátil dos frutos analisados. As 
componentes 1 e 2 representaram 93,3 % da variância total. 
O fruto controlo está projectado no plano formado pelo eixo F1 positivo e F2 negativo, 
devido à maior presença de monoterpenos e norisoprenóides na sua composição, tendo 
como compostos maioritários o linalol e a β-ionona.  
A projecção da amostra inoculada com PETP01 está relacionada com o seu maior 
conteúdo em ésteres, aldeídos, cetonas e sesquiterpenos, apresentando como compostos 
maioritários o salicilato de metilo, (E)-2-hexanal, 6-metil-5-hepten-2-ona e longifoleno.  
Por último, os frutos inoculados com PECA20 e TVP08 surgem no plano formado pelos 
eixos F1 e F2 positivos, devido ao seu maior conteúdo de 2-isobutil-3-metoxipirazina. 
Os frutos inoculados exibiram aumentos significativos dos teores de aldeídos e ésteres, 
e uma diminuição, também significativa, de monoterpenos e norisoprenóides (Tabela 
17). Em termos de compostos individuais, houve um incremento de todos os aldeídos, 
excepto de alguns compostos da amostra TVP08. Relativamente aos ésteres, os frutos 
inoculados apresentaram aumentos significativos dos teores de salicilato de metilo, 
enquanto nos monoterpenos e norisoprenóides verificou-se um decréscimo significativo 
de α-pineno, mentol, linalol e β-ionona. A presença de alguns compostos voláteis 
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apenas nas amostras inoculadas deve ser salientada, como por exemplo o heptanal, 
canfeno e a cânfora.  
O salicilato de metilo encontrado nos frutos é um derivado do ácido salicílico e pode 
acumular-se nas plantas em níveis elevados. Um dos processos nas plantas, iniciado 
através de estímulos bióticos ou abióticos, é a conversão de salicilato de metilo (MeSA) 
em ácido salicílico (SA). O SA participa em diversos processos como a germinação, 
crescimento celular, respiração, fecho dos estomas, expressão de genes associados à 
senescência, reposta ao stress abiótico e resistência a doenças (Park et al., 2008). Em 
alguns casos tem sido descrito o efeito indirecto do SA no metabolismo das plantas, 
nomeadamente na síntese e sinalização de outras hormonas, como ácido jasmónico 
(JA), etileno e auxinas (Sánchez et al., 2010). No entanto, reconhece-se a influência do 
MeSA como molécula de sinalização para as plantas vizinhas oferecerem resistência. 
Assim, pode-se inferir que a presença marcada de MeSA nos frutos inoculados está 
ligada à sua função como mensageiro, de modo a desencadear mecanismos de 
resistência contra agentes patogénicos (Ryu et al., 2004). 
O aumento de voláteis como (E)-2-hexanal, (E)-2-octenal e (E)-2-nonenal pode estar 
associado à sua intervenção na defesa da planta, uma vez que estes estão descritos como 
antimicrobianos (Ryu et al., 2004). Adicionalmente, o aumento de (E)-2-hexanal nos 
frutos inoculados pode estar associado ao facto de ser um indutor da expressão de genes 
relacionados com a defesa da planta (Ryu et al., 2004).  
 
Nas folhas de C. annuum identificaram-se 26 compostos voláteis: 10 aldeídos, 3 álcoois, 
3 cetonas, 1 éster, 2 monoterpenos, 4 norisoprenóides e 3 outros compostos (Figura 63 e 
Tabela 18). 
De acordo com o nosso conhecimento, este é o primeiro estudo efectuado sobre o perfil 
de compostos voláteis das folhas de C. annuum. 
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Figura 63. Perfis cromatográficos das folhas de C. annuum obtidos por HS-SPME/GCITMS. (A) 
Controlo; (B) inoculadas com PECA20; (C) inoculadas com PETP01 e (D) inoculadas com TVP08. 
Compostos: (3) (E)-2-hexenal; (4) heptanal; (7) benzaldeído; (8) 6-metil-5-hepten-2-ona; (11) (E)-2-
octanal; (12) linalol; (16) 2-isobutil-3-metoxipirazina; (17) mentol: (18) salicilato de metilo; (19) β-
ciclocitral; (23) β-ionona; (25) (E)-2-pentenal; (26) hexanal; (27) (Z)-4-heptanal; (28) (Z)-2-heptanal; (29) 
1-octen-3-ol; (30) (E,E)-2,4-heptadienal; (31) álcool benzílico; (32) (E,E)-3,5-octadien-2-ona; (33) o-
guaiacol; (34) (E, Z)-2,6-nonadienal; (35) (E,Z)-3,6-nonadienol; (36) eugenol; (37) (Z)-jasmona; (38) α-
ionona. 
 
A análise dos resultados apresentados na Tabela 18 permitiu verificar que as folhas 
inoculadas com Rhizobium sp. (PETP01 e TVP08) são as mais ricas nestes compostos. 
Todas as folhas apresentaram níveis elevados de ésteres, sendo o salicilato de metilo o 
maioritário. A segunda classe que se destacou foi a dos aldeídos nas amostras controlo e 
inoculadas com PECA20 e PETP01, tendo o (E,E)-2,4-heptadienal e o benzaldeído 
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como os maioritários. Na folha inoculada com TVP08, a segunda principal classe foi a 
dos norisoprenóides, com teores elevados de β-ionona.  
Diversos aldeídos têm propriedades notáveis no odor e, como estes compostos são 
formados a partir de álcoois e outros precursores por oxidação, as alterações na 
característica do aroma estão directamente relacionadas com este processo (Pinho et al., 
2009). O benzaldeído é formado por oxidação do álcool benzílico catalizada por 
desidrogenases. Em termos de aplicação industrial, este composto é um importante 
intermediário na indústria de perfumes, corantes, farmacêutica e agroquímica (Dudareva 
et al., 2004). Por outro lado, o benzaldeído tem demonstrado sucesso no tratamento de 
carcinomas terminais em humanos e possui actividade antimicrobiana (Choudhary et 
al., 2003). 
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Tabela 19. Compostos voláteis identificados nas folhas de C. annuum. 
Composto RI
1
 ID
2
 QI
3
 
A/1000 (S.D)
 4
 
Controlo PECA20 PETP01 TVP08 
Aldeídos  
25 (E)-2-Pentenal 758 MS(82/84) 55/83 218,1(14,4)
a 
25,4 (0,3)
 b
 256,1 (5,7)
 b
 167,6 (5,6)
 b
 
26 Hexanal 808 S,MS(71/72) 41/55/67/82 nd
 a
 108,2 (8,5)
b 
nd
 a
 nd
 a
 
3 (E)-2-Hexenal  863 S,MS(75/77) 55/69/83/99 1312,0 (69,3)
 a
 216,6 (16,2)
b 
1231,0 (89,1)
 a
 938,3 (79,5)
 b
 
27 (Z)-4-Heptanal  900 S,MS(82/88) 55/67/84 252,7 (4,8)
 a
 27,4 (2,7)
 b
 192,7 (4,2)
 b
 119,1 (5,9)
 b
 
4 Heptanal 909 S,MS(78/82) 55/70/81 129,8 (5,8)
 a
 27,5 (1,4)
 b
 172,2 (14,4)
 b
 95,4 (0,9)
 b
 
28 (Z)-2-Heptanal 961 MS(81/87) 55/69/83 91,8 (1,1)
 a
 24,2 (2,1)
 b
 202,4 (13,9)
 b
 121,3 (4,8)
 b
 
7 Benzaldeído 975 S,MS(83/86) 77/105 569,0 (50,9)
 a
 478,8 (34,9)
 b
 1314,5 (30,4)
 b
 1977,0 (124,4)
b 
30 (E,E)-2,4-Heptadienal 997 MS(80/81) 53/81 2189,3 (165,9)
 a  
348,5 (11,9)
b 
1639,5 (27,6)
 b
 nd
 b
 
11 (E)-2-Octenal 1068 S,MS(87/87) 55/70/83 439,9 (35,4)
 a
 42,6 (1,7)
 b
 590,4 (39,8)
 b
 268,1 (1,6)
 b
 
34 (E, Z)-2,6-Nonadienal 1155 S,MS(80/81) 70/95/137/152 nd
 a
 83,5 (1,9)
 b
 625,9 (31,8)
 b
 396,7 (30,7)
 b
 
Σ    5202,6 1382,7 6224,7 4083,5 
Álcoois        
29 1-Octen-3-ol 972 S,MS(75/84) 57/99 nd
 a
 143,7 (11,2)
 b
 nd
 a
 nd
 a
 
31 Álcool benzílico 1042 S,MS(85/87) 79/108 nd
 a
 533,1 (19,8)
 b
 nd
 a
 nd
 a
 
35 (E,Z)-3,6-Nonadienol 1158 MS(82/86) 67/79 87,0 (5,1)
 a
 nd 97,1 (6,1)
 a
 129,1 (12,8)
 b
 
Σ    87,0 676,8 97,1 129,1 
Cetonas 
8 6-Metil-5-hepten-2-ona 991 S,MS(68/86) 93/108 217,1 (20,1)
 a
 105,6 (5,0)
 b
 299,8 (19,4)
 b
 239,8 (13,3)
 a
 
32 (E,E)-3,5-Octadien-2-ona 1072 S,MS(80/82) 43/81/95 3531,5 (259,5)
 a
 806,2 (27,5)
 b
 3030,0 (87,0)
 b
 3205,5 (212,8)
 a
 
37 (Z)-Jasmona 1292 MS(85/85) 77/131/164 421,1 (18,2)
 a
 nd
 b
 154,1 (8,0)
 b
 391,2 (20,1)
 a
 
Σ    4169,7 911,8 3184,1 3836,5 
Ésteres 
18 Salicilato de metilo 
1200 S,MS(78/80) 92/120/152 
31175,0 
(2524,4)
 a
 
5522,0 
(230,5)
b 42920,0 (2121,3)
b 
54655,0 (3952,7)
b 
Σ    31175,0 5522,0 42920,0 54655,0 
Monoterpenos 
12 Linalol 1103 S,MS(85/85) 93/121 671,3 (48,2)
 a
 359,9 (16,
 
9)
 b
 1159,7 (100,8)
 b
 1235,0 (55,2)
 b
 
17 Mentol 1187 S,MS(85/89) 81 62,4 (4,0)
 a
 29,6 (1,4)
 b
 57,0 (5,3)
 a
 77,0 (5,0)
 b
 
Σ    733,7 389,5 1216,7 1312,0 
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Composto RI
1
 ID
2
 QI
3
 
A/1000 (S.D)
 4
 
Controlo PECA20 PETP01 TVP08 
Σ    917,9 422,5 1559,0 1349,0 
Norisoprenóides 
19 β-Ciclocitral 1216 S,MS(84/85) 123/152 623,6 (18,1) a 195,2 (9,7) b 803,3 (51,1) b 778,2 (35,9) b 
38 α-Ionona 1323 S,MS(85/86) 93/121 650,3 (34,4) a 123,2 (7,3) b nd b 359,9 (25,7) b 
23 β-Ionona 1387 S,MS(87/87) 177 1978,0 (142,8) a 571,0 (39,8)b 2158,0 (4,2) b  3383,0 (325,3)b 
39 β-Ionona epóxido 1383 MS(89/89) 123/177 693,0 (13,3) a 195,2(12,1) b 1063,0 (69,3) b 1368,5 (65,8) b 
Σ    3944,9 1084,6 4024,3 5889,6 
Outros compostos 
16 
2-Isobutil-3-
metoxipirazina 
1176 S,MS(84/89) 151/124/94 731,6 (60,8)
 a
 166,3 (8,2)
 b
 470,1 (32,5)
 b
 425,3 (15,0)
 b
 
33 o-Guaiacol 1087 S,MS(85/90) 81/109/124 917,9 (10,9)
 a
 422,5 (16,0)
 b
 1559,0 (24,0)
 b
 1349,0 (67,7)
 b
 
36 Eugenol 1280 S,MS(84/87) 164/77/131 138,8 (1,4)
 a
 89,7 (3,8)
 b
 81,8 (5,2)
 b
 137,3 (4,1)
 a
 
Σ    1788,3 678,5 2110,9 1911,6 
Σ    47101,2 10645,9 59777,8 71817,3 
1
 RI, índice de retenção. 
2
 ID, identificação;
 
S, identificado por comparação com composto de referência; MS, tentativamente identificado pela NIST05. 
3
 QI, 
iões de quantificação.
 4 
A, área expressa em unidades arbitrárias; S.D, desvio-padrão do triplicado; nd, não detectado. Na mesma linha, letras diferentes 
correspondem a diferenças significativas relativamente ao controlo (p< 0,05). 
 
Tabela 20. Compostos voláteis identificados nas folhas de C. annuum (continuação). 
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Controlo 
PECA20 
PETP01 
TVP08 
-4 
-3 
-2 
-1 
0 
1 
2 
3 
4 
-5 -4 -3 -2 -1 0 1 2 3 4 5 
F
2
 (
8
,4
 %
) 
F1 (87,4 %) 
Observações (eixos F1 e F2: 95,7 %) 
Aldeídos 
Álcoois 
Cetonas 
Ésteres  
Monoterpenos 
Outros compostos 
-4 
-3 
-2 
-1 
0 
1 
2 
3 
4 
-4 -3 -2 -1 0 1 2 3 4 
F
2
 (
8
,4
 %
) 
F1 (87,4 %) 
Variáveis (eixos F1 e F2: 95,7 %) 
Norisoprenóides 
A PCA (Figura 64) mostrou a projecção das variáveis, agrupadas por classes químicas, 
no plano composto pelos eixos principais F1 e F2, contendo 95,7 % da variância total. 
 
Figura 64. Diagrama de componentes principais do conteúdo volátil das folhas analisadas. As 
componentes 1 e 2 representaram 95,7 % da variância total 
 
A folha controlo está projectada no plano formado pelos eixos F1 e F2 positivos, por 
apresentar um maior conteúdo em aldeídos, cetonas e outros compostos, sendo o (E,E)-
2,4-heptadienal, a (E,E)-3,5-octadien-2-ona e a 2-isobutil-3-metoxipirazina os 
compostos com maior área cromatográfica. Também a amostra inoculada com a estirpe 
PETP01 está projectada neste plano pelo seu maior conteúdo de (E,E)-2,4-heptadienal, 
(E,E)-3,5-octadien-2-ona e o-guaiacol. 
A projecção da amostra inoculada com PECA20 está relacionada com o seu maior 
conteúdo em álcoois, apresentando o álcool benzílico como o composto maioritário.  
Por último, a folha inoculada com a estirpe TVP08 surge no plano formado pelos F1 
positivo e F2 negativo, devido ao seu maior conteúdo de monoterpenos e 
norisoprenóides, tendo o linalol e a β-ionona como os compostos maioritários.  
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No que diz respeito à inoculação, a folha inoculada com Mesorhizobium sp. (PECA20) 
apresentou aumentos significativos nos teores de álcoois e ésteres. As folhas inoculadas 
com PETP01 e TVP08 exibiram incrementos em ésteres, monoterpenos, 
norisoprenóides e nos outros compostos. Importa particularizar o aumento do teor em 
salicilato de metilo e a tendência para o decréscimo de (Z)-jasmona verificados no 
material inoculado.  
Como referido anteriormente, a presença de salicilato de metilo e de (Z)-jasmona nas 
folhas indicam a indução de mecanismos de resistência (Ryu et al., 2004). A (Z)-
jasmona actua como molécula sinalizadora para as plantas quando submetidas a factores 
de stress, como por exemplo a carência em azoto. Assim, o maior conteúdo de (Z)-
jasmona na amostra controlo pode dever-se à menor disponibilidade de azoto 
comparativamente com as plantas inoculadas.  
 
4.2.4. Efeito na actividade biológica  
 
4.2.4.1. Actividade Antioxidante 
A actividade antioxidante dos extractos aquosos dos frutos e folhas (controlo e 
inoculados) foi testada contra os radicais DPPH•, superóxido e óxido nítrico (Figuras 65 
e 66). 
 
A intercepção dos radicais pelos extractos aquosos dos frutos foi dependente da 
concentração (Figura 65). Relativamente ao radical DPPH , constatou-se que os 
extractos dos frutos têm um comportamento bastante similar. O extracto de frutos 
inoculados com PETP01 foi o mais activo (IC25 = 0,991 mg/ml), sendo o de frutos 
inoculados com TVP08 o menos interessante (IC25 = 1,345 mg/ml). 
A maior eficiência do extracto de fruto inoculado com PETP01 contra o radical DPPH
 
é o reflexo da existência de antagonismos e sinergismos entre os compostos bioactivos 
nele presentes, uma vez que esta amostra apresentou menor conteúdo fenólico que o 
controlo. Apesar dos extractos avaliados nos ensaios de actividade antioxidante apenas 
terem sido caracterizados relativamente aos compostos fenólicos, a presença de outros 
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metabolitos bioactivos com relevância a este nível, por exemplo, ácidos orgânicos, não 
poderá ser ignorada (Materska & Perucka, 2005). 
Nos ensaios contra os radicais NO e O2
-
 o extracto da amostra controlo apresentou 
melhores resultados (IC25 de 0,010 e 0,020 mg/ml, respectivamente) em comparação 
com os de frutos inoculados (PECA20: IC25 = 0,150 e 0,057 mg/ml; PETP01: IC25 = 
0,039 e 0,033 mg/ml e, TVP08: IC25 = 0,012 e 0,075 mg/ml, respectivamente).  
A forte capacidade antioxidante do fruto controlo nos ensaios contra os radicais NO e 
O2
-
 pode ser justificada, pelo seu maior conteúdo em compostos fenólicos, 
reconhecidos como antioxidantes (Materska & Perucka, 2005). No entanto, a presença 
de outros compostos bioactivos, existentes nos frutos mas que não foram determinados 
nos extractos testados, não deverá ser ignorada, como por exemplo compostos voláteis, 
como o limoneno e a β-ionona (Shan et al., 2005), ácidos orgânicos, como o oxálico, 
cítrico, málico e succínico, e os capsaicinóides (Materska & Perucka, 2005; Seabra et 
al., 2006). 
Os resultados obtidos nos três ensaios testados revelaram que o fruto possui um forte 
potencial antioxidante. Diversos estudos têm referenciado o pimento como uma 
excelente fonte de compostos bioactivos com capacidade antioxidante (Kähkönen et al., 
1999; Conforti et al., 2007; Deepa et al., 2007). 
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Figura 65. Efeito dos extractos aquosos dos frutos de C. annuum na intercepção dos radicais: (A) DPPH , 
(B) O2
-
 e (C) NO. Os resultados são expressos em média ± desvio-padrão de três ensaios, realizados em 
triplicado. 
 
Da análise dos valores obtidos para os três ensaios concluiu-se que inoculação com 
Mesorhizobium sp. (PECA20) e Rhizobium spp. (TVP08 e PETP01) não interferiu de 
forma significativa na actividade antioxidante.  
Os resultados obtidos estão de acordo com a bibliografia encontrada, uma vez que 
Ranilla et al. (2010) avaliaram os parâmetros químicos e a actividade antioxidante dos 
frutos de C. annuum, e constataram que apresentavam baixo teor fenólico total. No 
entanto, apresentaram alta actividade contra o radical DPPH , sugerindo que a 
capacidade antioxidante do pimento não se deve apenas aos compostos fenólicos, mas 
também à presença de outros metabolitos. 
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Por outro lado, como referido ao longo da discussão, as amostras inoculadas 
apresentaram maior peso, sugerindo que os frutos inoculados se encontrariam num 
estado de maturação mais avançado do que o controlo. Conforti et al. (2007) 
constataram que os frutos mais imaturos apresentaram melhor actividade antioxidante, 
devido a uma composição mais rica em compostos fenólicos e fitosteróis. Neste 
trabalho verificou-se que o fruto controlo apresentou um maior conteúdo fenólico, tendo 
apresentado maior eficiência nos ensaios contra os radicais óxido nítrico e superóxido 
em relação aos frutos inoculados, o que está de acordo com a bibliografia.  
 
A actividade antioxidante dos extractos aquosos das folhas de C. annuum foi também 
avaliada contra os mesmos radicais, verificando-se um efeito dependente da 
concentração (Figura 66).  
De acordo com o nosso conhecimento e da pesquisa bibliográfica efectuada, este foi o 
primeiro estudo sobre a avaliação da capacidade antioxidante desta matriz. 
Os extractos das folhas apresentaram um comportamento semelhante relativamente ao 
radical DPPH . O extracto de material inoculado com PETP01 foi o mais activo (IC25 = 
0,193 mg/ml), sendo o de PECA20 o menos efectivo (IC25 = 0,295 mg/ml). 
O extracto da folha inoculada com PETP01 foi o que apresentou maior conteúdo 
fenólico, contendo elevadas concentrações de ácido cafeico, ácido ferúlico e de 
apigenina-7-O-glucósido. Efectivamente, estes ácidos fenólicos têm sido descritos pelo 
seu potencial antioxidante (Moure et al., 2001; Olthof et al., 2001; Halliwell, 2006; 
Balasundram et al., 2006;). Contudo, tal como mencionado antes, a presença de outros 
compostos bioactivos não pode ser ignorada. 
Nos ensaios contra os radicais NO e O2
-
 os melhores resultados foram obtidos com o 
extracto da folha controlo, tendo sido encontrados valores de IC25 de 0,377 e 0,080 
mg/ml, respectivamente.  
Como referido anteriormente, apesar dos extractos terem sido caracterizados 
relativamente ao conteúdo de compostos fenólicos, as diferenças de actividade podem 
dever-se à presença de compostos bioactivos de outras classes. Efectivamente, 
compostos como os ácidos oxálico, málico, cítrico e succínico, que embora não tenham 
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sido determinados nos extractos aquosos se sabe estarem presentes nas amostras 
analisadas, têm actividade antioxidante (Kayashima & Katayama, 2002; Seabra et al., 
2006). Adicionalmente é ainda de ponderar o efeito sinérgico de outros compostos 
bioactivos.  
Comparando os diversos ensaios, constatou-se que os extractos das folhas foram mais 
activos contra o radical O2
-
. O sequestro deste radical pode ser de grande importância 
devido à possibilidade deste originar outras espécies reactivas, podendo ser 
extremamente deletério para as células (Mikkelsen et al., 2003).  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
A 
10 - 2 10 - 1 10 0
0
20
40
60
80
TVP08
PETP01
PECA20
Controlo
log concentração (mg/mL)
 I
n
te
rc
e
p
çã
o
 d
o
 r
a
d
ic
a
l 
D
P
P
H
 (
%
)
B 
125 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 66. Efeito dos extractos aquosos das folhas de C. annuum na intercepção dos radicais: (A) DPPH , 
(B) O2
-
 e (C) NO. Os resultados são expressos em média ± desvio-padrão de três ensaios, realizados em 
triplicado. 
 
Analisando o efeito da inoculação na actividade antioxidante, concluiu-se que as 
alterações observadas no perfil químico das folhas não tiveram efeitos expressivos na 
intercepção dos radicais. Dos extractos obtidos com material inoculado verificou-se que 
o de PETP01 é o mais activo.  
 
4.2.4.2. Inibição da AChE 
Os extractos aquosos dos frutos foram avaliados através do ensaio de inibição da AChE, 
tendo-se observado que não apresentavam qualquer actividade sobre esta enzima para a 
gama de concentrações testadas. Como referido anteriormente, a ausência de actividade 
a nível da AChE pode ser explicada pela falta de afinidade dos compostos presentes nos 
frutos para a enzima ou por diferenças estruturais relativamente ao seu substrato, a 
acetilcolina (Oliveira et al., 2009). 
 
Seguidamente analisou-se a capacidade dos extractos aquosos das folhas para inibirem a 
AChE, observando-se uma actividade dependente da concentração (Figura 67).  
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O extracto da folha controlo foi o mais activo na inibição da AChE (IC25=2,570) e os de 
material inoculado seguiram a ordem PETP01 (IC25=2,685 mg/ml) > PECA20 
(IC25=3,456mg/ml)  TVP08 (IC25=3,492 mg/ml).  
A capacidade de inibição da AChE encontrada para os extractos aquosos das folhas 
pode ser explicada pela presença de vários compostos bioactivos, tais como os 
flavonóides, especialmente os derivados de quercetina, que têm sido descritos como 
metabolitos com capacidade para inibir esta enzima (Jung & Park, 2007). Esta 
capacidade também foi descrita para outros compostos, como o mentol (Miyazawa et 
al., 1997) e alguns ácidos gordos (palmítico e linoleico) (Fang et al., 2010) que foram 
encontrados no material vegetal.  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 67. Efeito dos extractos aquosos das folhas de C. annuum na inibição da AChE. Os resultados são 
expressos em média ± desvio-padrão de três ensaios, realizados em triplicado. 
 
No que concerne o efeito da inoculação, a diminuição da actividade na inibição da 
AChE nas folhas inoculadas poderá dever-se ao fenómeno de diluição de compostos, 
uma vez que as plantas inoculadas apresentaram maior biomassa na parte aérea (Tabela 
6).  
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V. CONCLUSÃO 
Os resultados obtidos no âmbito desta dissertação permitiram retirar as seguintes 
conclusões:  
 Nas sementes das variedades de C. annuum vermelho comprido de réus-pairal e 
verde italiano doce foram identificados quatro fitosteróis, seis ácidos orgânicos, 
onze ácidos gordos e dezanove compostos voláteis. 
 A semente de pimento verde italiano doce apresentou teores mais elevados em 
todos os compostos bioactivos e exibiu o melhor potencial antioxidante 
relativamente à intercepção dos radicais DPPH , NO e O2
-
. Nenhum extracto 
de sementes apresentou capacidade para inibir a AChE.  
  Nos frutos da variedade verde foram identificados oito compostos fenólicos, 
dois capsaicinóides, quatro fitosteróis, nove ácidos orgânicos, catorze ácidos 
gordos e vinte e quatro compostos voláteis.  
 A inoculação com Mesorhizobium sp. e Rhizobium sp. provocou alterações 
importantes no metabolismo primário e secundário da planta. O fruto não 
inoculado apresentou maior quantidade de compostos fenólicos e de fitosteróis, 
enquanto as amostras inoculadas continham uma quantidade superior de 
capsaicinóides, ácidos gordos e eram mais ricas em compostos voláteis. 
 De modo geral a inoculação não melhorou a capacidade antioxidante dos frutos. 
Nenhuma amostra de fruto revelou capacidade para inibir a AChE nas 
concentrações testadas.  
 As folhas da variedade verde exibiram seis compostos fenólicos, um 
capsaicinóide, quatro fitosteróis, oito ácidos orgânicos, quinze ácidos gordos e 
vinte e seis compostos voláteis. 
 
 A inoculação com as bactérias promotoras de crescimento não desencadeou 
variações significativas nos totais de compostos fenólicos e capsaicina. Contudo, 
relativamente a fitosteróis e ácidos gordos o efeito depende da bactéria inoculada. 
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As amostras inoculadas com Rhizobium sp. são mais ricas em compostos 
voláteis. 
 Tal como aconteceu com os frutos, a inoculação não melhorou a capacidade 
antioxidante das folhas. No entanto, este material revelou-se capaz de inibir a 
AChE, embora de modo menos eficaz do que o não inoculado.  
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